
1 

 

 
 

                                UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS  

         INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS E DA SAÚDE 

    PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE  

 

 

 

 

                      JENIFFER ESTEVÃO DOS SANTOS 

 

 

 

 

AÇÃO CONJUNTA DO FATOR-1 DE CRESCIMENTO SEMELHANTE À INSULINA 

(IGF-1) E DA QUIMIOCINA CXCL12 NA MIGRAÇÃO DE LINFÓCITOS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                  MACEIÓ - ALAGOAS 

                                                   2017 

       



2 

 

 
 

                               JENIFFER ESTEVÃO DOS SANTOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

AÇÃO CONJUNTA DO FATOR-1 DE CRESCIMENTO SEMELHANTE À INSULINA 

(IGF-1) E DA QUIMIOCINA CXCL12 NA MIGRAÇÃO DE LINFÓCITOS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MACEIÓ - ALAGOAS 

2017 

Dissertação apresentada ao Programa de 

Pós-graduação em Ciências da Saúde do 

Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde 

da Universidade Federal de Alagoas, como 

pré-requisito para a obtenção do grau de 

Mestra em Ciências da Saúde. 

Orientadora: Profª. Drª. Salete Smaniotto 

       



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na fonte 
Universidade Federal de Alagoas 

Biblioteca Central 
       Bibliotecária Responsável: Helena Cristina Pimentel do Vale 

         

                        S237a     Santos, Jeniffer Estevão dos. 

  Ação conjunta do fator-1 de crescimento semelhante à insulina (IGF-1)    

  e da quimiocina CXCL12 na migração de linfócitos / Jeniffer Estevão dos      

  Santos. – 2017. 

        72 f. ; il. 

 

        Orientadora: Salete Smaniotto. 

        Dissertação (Mestrado em Ciências da Saúde) – Universidade Federal de 
  Alagoas. Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde. Programa de Pós-Graduação    

  em Ciências da Saúde, Maceió, 2017.  

 

        Bibliografia: f. 63-72. 

  

      1.  Linfócitos. 2. Migração. 3. Fator de crescimento semelhante à insulina I. 

  4. IGF1. 5. Quimiocina CXCL12. I. Título.  

                                      

                          

                              

                                    CDU: 572.786:576.5    

 
 

 

 



4 

 

 
 

 

 

 

       

       



5 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia Celular do Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de alagoas (ICBS/UFAL), sob 

orientação da Profª. Drª Salete Smaniotto.   

 

Durante o trabalho contamos com o apoio financeiro dos órgãos: CNPq, CAPES e 

FAPEAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

       



6 

 

 
 

                                    AGRADECIMENTOS 

Primeiramente eu quero agradecer a Deus, que iluminou о meu caminho 

durante esta caminhada. Ele foi meu refúgio e minha força para continuar. Sem Ele 

isto não seria possível. Sou grata à Ele pela sua infinita bondade e por nunca me 

abandonar. À minha família por acreditarem nos meus sonhos e me deixarem sonhar. 

Muito obrigada por todo esforço, paciência e amor dedicados a mim. Em especial a 

minha mãe, pelo seu cuidado, dedicação e amor durante esta etapa da minha vida. 

Aos meus amigos queridos, Anderson Rafael, Anderson Deygley, Robson, Lizzie, 

Luana, Aquiles e Anyeila pela amizade, companheirismo, confiança e pelo carinho 

durante todos esses anos. Em especial, eu quero agradecer as minhas amigas-irmãs 

Danielle, Cileide e Taise, pela amizade de todas a horas, apoio incondicional, torcida 

organizada e paciência inesgotável. Vocês são anjos em minha vida, sempre me 

incentivaram em todos os momentos da minha vida. Minha gratidão e amor serão 

eternos a vocês. Não posso deixar de agradecer as minhas amigas queridas Day, 

Emanuelle, Caroline, Suamy e Taciana que mesmo à distância torcem por mim e pelo 

meu sucesso. Vocês são muito especiais em minha vida. Agradeço a todos os 

professores do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde, levarei para 

minha vida profissional todos os ensinamentos e experiências obtidas durante esses 

anos. À minha orientadora, Salete Smaniotto pela sua dedicação, confiança, carinho 

e por acreditar em mim. Agradeço por ter sido sempre tão atenciosa e gentil. Todos 

os ensinamentos que obtive durante estes anos como sua aluna acrescentaram 

bastante na minha vida e foram cruciais para me guiar no direcionamento da minha 

vida profissional. À todos do laboratório de Biologia Celular, que sempre estiveram 

dispostos a ajudar. Quero agradecer especialmente aos meus grandes amigos, 

Larissa, Clarice, Marvin e Návylla. Essa caminhada foi muito mais feliz e divertida com 

vocês ao meu lado. Muito obrigada pela ajuda nos experimentos, pelas risadas e 

principalmente pela amizade de vocês durante todo esse tempo. Vocês foram 

essenciais para realização deste trabalho. Por fim, agradeço a todos que contribuíram 

para a minha formação e que torcem pelo meu sucesso. 

 

 

 

 

       



7 

 

 
 

RESUMO  

O fator-1 de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) e a quimiocina CXCL12 são 
moléculas produzidas por células do sistema imunológico, e têm sido alvo de estudos 
que demonstram efeitos quimiotáticos sobre leucócitos. Diante disso, o objetivo do 
estudo foi avaliar in vitro a ação conjunta do IGF-1 e da quimiocina CXCL12 na 
migração de linfócitos. Foram utilizados linfócitos obtidos dos linfonodos subcutâneos 
de camundongos da linhagem C57BL/6. Análise por citometria de fluxo demonstrou 
que as subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+, assim como os linfócitos B 
expressaram os receptores IGF-1R, CXCR4, CD62L, VLA-4 e VLA-5 na superfície 
celular. O tratamento com IGF-1+CXCL12 aumentou o percentual de linfócitos B que 
expressam a integrina VLA-5 e o receptor CD62L. Entretanto, tratamento com a 
CXCL12 diminuiu o percentual de linfócitos B que expressam o VLA-5. No ensaio de 
adesão, linfócitos co-cultivados com células endoteliais, revelou que o IGF-1 diminuiu 
o número total de linfócitos aderidos as células endoteliais nas diferentes 
subpopulações de linfócitos. Porém, não foram observadas alterações na expressão 
da integrina VLA-4 na superfície dos linfócitos após a adesão. No ensaio de migração 
em câmaras de transwell com IGF-1 e/ou CXCL12 como fatores quimioatraentes e na 
presença ou ausência de fibronectina (FN), evidenciou que o IGF-1 e a quimiocina 
CXCL12 isolados ou em combinação com FN aumentou a migração de linfócitos totais 
e das subpopulações de células T, CD4+ e CD8+, e linfócitos B. Interessantemente, 
na presença da quimiocina, ocorreu um aumento na expressão do receptor CD62L 
nas células migrantes T CD4+, T CD8+ e nos linfócitos B. Por RT-PCR, verificou-se 
que a quimiocina CXCL12 atuou como um bloqueador da transcrição gênica do IGF-
1R. Estes dados mostram in vitro que o IGF-1 e/ou CXCL12 em combinação com a 
fibronectina aumentam a migração das subpopulações de linfócitos T, CD4+ e T CD8+, 
e linfócitos B.  
Palavras-chave: Migração, Linfócitos, Fator-1 de crescimento semelhante à 
insulina, IGF-1, Quimiocina CXCL12. 
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ABSTRACT 

Insulin-like growth factor-1 and CXCL12 chemokine are produced by immune cells and 
several studies have been published about their effects on leukocytes. Aim of this study 
was evaluate combined effect of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and CXCL12 
chemokine on lymphocyte migration in vitro. Fresh lymphocytes were obtained from 
subcutaneous lymph nodes of C57BL/6 mice, and their subsets (B cells and CD4+ and 
CD8+ T cells) expressed diverse membrane receptors, as IGF-1R, CXCR4, CD62L, 
VLA-4 and VLA-5. IGF-1+CXCL12 treatment increased VLA-5+ and CD62L+ B cells. 
However, CXCL12 treatment decreased VLA-5+ B cells. Furthermore, in cell adhesion 
assay, IGF-1 promoted a decline in the number of lymphocytes (all subsets) adhered 
to endothelial cells, although VLA-4 expression was unaltered. In cell migration assay, 
IGF-1 and CXCL12, separately or jointly, improved rates of migrating lymphocytes (all 
subsets), applying fibronectin coating or not. Interestingly, in CXCL12 group, CD62L 
receptor was augmented on migrating cells and this chemokine blocked IGF-1R 
transcription. This results indicate that IGF-1 and/or CXCL12, combined to fibronectin, 
enhance B and T cell migration in vitro. 

Key-words: Cell migration, Lymphocyte, Insulin-like growth factor-1, IGF-1, 
Chemokine CXCL12.  
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 1 INTRODUÇÃO  

O sistema imunológico é composto por órgãos, células especializadas e 

moléculas solúveis que têm o objetivo de reconhecer os elementos estranhos ao 

organismo e elaborar uma reação dirigida a esses antígenos, com a finalidade de 

eliminá-los do organismo e preservar a saúde (LIMA; CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). 

Uma das principais células que auxiliam nesse processo de defesa são os linfócitos, 

uma vez que podem atuar reconhecendo os antígenos estranhos, sintetizando 

anticorpos, atacando e destruindo patógenos, além de regular a resposta imune, 

mantendo a tolerância a elementos do próprio organismo (MURPHY et al., 2010). 

Os linfócitos estão divididos em duas populações, os linfócitos T e B, que 

desempenham um papel crucial para a homeostasia do organismo, pois eles são os 

responsáveis por coordenar e estimular as demais células de defesa, desencadeando 

uma resposta imunológica eficiente (CAMARA et al., 2012). Durante o seu 

desenvolvimento, os linfócitos necessitam migrar para áreas distintas do corpo. Este 

processo de migração contribui para que estas células desempenhem sua função na 

vigilância imunológica. A recirculação constante de linfócitos nos tecidos linfoides 

periféricos é um evento crucial para a manutenção de um sistema imunológico 

eficiente em reconhecer e eliminar patógenos do corpo (ABBAS, 2008). 

A migração celular é um evento fundamental para o desenvolvimento e 

sobrevivência das células. Várias moléculas estão envolvidas neste processo, dentre 

elas, as moléculas de adesão, os fatores de crescimento, hormônios e quimiocinas, 

além de moléculas de matriz extracelular (MEC). Já foi visto na literatura, que linfócitos 

obtidos de órgãos linfoides secundários de camundongos transgênicos para o 

hormônio do crescimento (GH) demonstraram aumento na migração destas células 

na presença de laminina ou fibronectina, em combinação com a quimiocina 

CXCL12/SDF-1α (SMANIOTTO et al., 2010). As quimiocinas são proteínas que atuam 

principalmente na quimiotaxia de leucócitos, recrutando estas células para locais de 

infecção. Estudos mostram que a produção de quimiocinas em órgãos linfoides 

secundários, como os linfonodos, baço, tonsilas e tecidos linfoides associados a 

mucosa (MALT), tem um papel essencial na manutenção da arquitetura destes 

órgãos, pois diferentes quimiocinas guiam a localização e o tráfico de células para 

estes locais (LUSTER, 1998; GRIFFITH et al., 2014). 
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O fator-1 de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) é um polipeptídio, 

produzido por diversas células, mas principalmente pelos hepatócitos, quando 

estimuladas pelo GH e tem a maioria dos seus efeitos mediados através do receptor 

IGF-1R, presente em uma grande variedade de tipos celulares (JONES; 

CLEMMONS, 1995). Estudos mostraram que a sinalização através do sistema IGF 

tem um importante papel na sobrevivência e prevenção da apoptose celular. A 

ativação do IGF-1R, é importante durante o desenvolvimento dos diferentes tipos 

celulares (VINCENT; FELDMAN, 2002). Além disso, estudos realizados em nosso 

laboratório demonstraram que IGF-1 em combinação com a quimiocina CCL2 

aumentam a adesão e a migração de células endoteliais (VIANA et al., 2015). E 

ainda, foi observado um efeito quimiotático do IGF-1 sobre as subpopulações de 

linfócitos periféricos quando pré-tratadas com o GH por 24 horas, e posteriormente, 

submetidos a um ensaio de migração em transwell (Dados não publicados). 

O conhecimento das interações moleculares e dos diferentes fatores que estão 

envolvidos na migração celular é bastante relevante para aplicação médica. Diante 

disso, neste estudo, buscamos avaliar in vitro a participação do IGF-1 e da 

quimiocina CXCL12 na migração de linfócitos periféricos ampliando assim, o 

conhecimento das ações destas moléculas na resposta biológica das células do 

sistema imune. 
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 2 OBJETIVOS 

 2.1 Geral 

Avaliar in vitro os efeitos da ação conjunta do fator-1 de crescimento 

semelhante à insulina (IGF-1) e da quimiocina CXCL12 na migração de linfócitos 

provenientes de linfonodos subcutâneos de camundongos. 

2.2 Específicos: 

a) Determinar as populações de linfócitos obtidos de linfonodos subcutâneos; 

 

b) Verificar a expressão do IGF-1R na superfície de linfócitos obtidos de linfonodos 

subcutâneos;  

 

c) Analisar a expressão de receptores envolvidos em processos de adesão e de 

migração na superfície dos linfócitos; 

 

d) Investigar o efeito do IGF-1 na adesão de linfócitos T e B em células endoteliais; 

 

e) Avaliar o efeito combinado do IGF-1 com a quimiocina CXCL12 na migração de 

linfócitos;  

 

f) Analisar o efeito combinado do IGF-1 com a quimiocina CXCL12 na expressão 

gênica do IGF-1R em linfócitos. 
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 3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 3.1 Sistema imunológico 

  3.1.1 Órgãos e células  

O sistema imunológico é composto por órgãos, células e moléculas solúveis, 

que atuam na proteção do corpo contra patógenos e substâncias nocivas fornecendo 

constantemente um equilíbrio entre a remoção e neutralização de patógenos, bem 

como a tolerância para antígenos próprios. Os órgãos linfoides são divididos em 

órgãos linfoides centrais ou primários, que são a medula óssea e o timo, e órgãos 

linfoides periféricos ou secundários, que são os linfonodos, o baço e os tecidos 

linfoides das mucosas. Estes órgãos são compostos por células estromais, que 

fornecem um microambiente para que os diferentes tipos de células hematopoiéticas 

possam se diferenciar e amadurecer. Dentre as células hematopoiéticas que 

compõem os órgãos linfoides, estão os linfócitos T, os linfócitos B, as células Natural 

Killer (NK), os macrófagos e as células dendríticas, que atuam na elaboração de 

respostas imunes celulares e humorais, para a manutenção de um sistema 

imunológico eficiente no combate à antígenos (MURPHY et al., 2010). 

Os linfócitos podem ser classificados em dois tipos principais, os linfócitos T e 

os linfócitos B, atuando na resposta imune adaptativa celular e humoral. Os linfócitos 

T apresentam duas subpopulações, os linfócitos T CD4+, que são responsáveis por 

coordenar as demais células imunológicas durante uma resposta imune, 

principalmente pela síntese e liberação de moléculas solúveis, como citocinas e 

interleucinas. Já os linfócitos T CD8+, atuam na citotoxicidade celular contra 

patógenos. Os linfócitos B ou plasmócitos, auxiliam na defesa do organismo pela 

síntese e secreção de anticorpos que contribuem para a neutralização de patógenos, 

facilitando seu reconhecimento pelas diferentes células do sistema imunológico. Além 

disso, os linfócitos B podem fazer apresentação de antígenos para os linfócitos T, 

assim como os macrófagos e células dendríticas, que são células apresentadoas de 

antígenos profissionais. Por fim, as células Natural killer (NK) atuam induzindo a 

apoptose dos patógenos que invadem o organismo (CAMARA et al., 2012). 
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3.2 Linfonodos 

 3.2.1 Estrutura e função 

Os linfonodos são órgãos linfoides secundários estrategicamente posicionados 

e altamente organizados para permitir o encontro entre as células apresentadoras de 

antígenos (APCs) e os linfócitos. A manutenção da estrutura destes órgãos e a sua 

compartimentalização são essenciais para o desenvolvimento de respostas imunes 

efetoras (WILLARD-MACK, 2006).  

Os linfonodos possuem um lado convexo, onde estão localizados os vasos 

aferentes, e outro com reentrância, denominado hilo, onde estão os vasos eferentes 

e pelo qual penetram as artérias encarregadas de nutrir o órgão. O tamanho dos 

linfonodos varia, apresentando desde 1 mm até 2 cm de comprimento. Estes órgãos 

estão circundados por uma cápsula de tecido conjuntivo denso a partir da qual septos 

se estendem para dentro do parênquima. Histologicamente, os linfonodos são 

subdivididos em três regiões: o córtex, o paracórtex e a medula (WILLARD-MACK, 

2006). O córtex é composto por uma área rica em linfócitos B que estão organizados 

em folículos linfoides. O paracortex, uma área intermediária, é composto 

principalmente por linfócitos T e células dendríticas. A medula é constituída por seios 

linfáticos e cordões medulares com linfócitos B, macrófagos e células plasmáticas 

secretoras de anticorpos. A distribuição e organização celular nos linfonodos são 

coordenadas pela presença de quimiocinas, como a CCL21 e CCL19, que são 

produzidas por células estromais, e que direcionam o tráfego de linfócitos para os 

diferentes compartimentos celulares deste órgão (Figura 1) (RUDDLE, 2014). 

Os linfonodos desempenham um papel crucial no sistema imunológico, pois é 

o local onde os linfócitos virgens maduros, provenientes da medula óssea e do timo, 

estão em constante recirculação e podem encontrar antígenos, sendo ativados para 

gerar respostas imunes efetoras, contribuindo para a manutenção de um sistema 

imunológico eficiente no combate a patógenos (WILLARD-MACK, 2006). 
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 3.1.2 Migração de linfócitos T em linfonodos  

  Os linfócitos T estão continuamente em migração dentro dos órgãos linfoides, 

principalmente nos linfonodos. Diversos eventos contribuem para o processo 

migratório, dentre eles a presença de células estromais, que secretam fatores 

solúveis, como hormônios e quimiocinas que auxiliam o direcionamento da migração 

celular. Além disso, a presença da matriz extracelular (MEC) formando uma rede de 

proteínas e polissacarídeos, que fornece um suporte para os tecidos linfoides, 

permitindo assim, o contato célula-célula e célula-MEC, possibilitando eventos de 

proliferação, adesão e migração (VAKONAKIS; CAMPBELL,2007). Receptores de 

MEC, tais como integrinas, promovem a entrada eficiente de linfócitos T nos 

linfonodos e fornecem forças de adesão que possibilitam a interação entre os linfócitos 

T e as células apresentadoras de antígenos. Porém, a sua expressão é regulada de 

acordo com a necessidade das células (DeNUCCI; MITCHELL; SHIMIZU, 2009). Na 

região do paracórtex, as células reticulares fibroblásticas (FRC) formam uma rede 

Vaso linfático 

aferente 

Vaso linfático eferente 

eia  

Linfócito T  

Linfócito B  

Célula Dendrítica Sinus medular 

HEV 

Sinus 

 subcapsular 

FDC 
Centro 

Germinativo 

Cápsula  

 

Artéria  

Observa-se a cápsula, as regiões do córtex e medula com seus principais 

tipos celulares e quimiocinas. FDC: célula dendritica folicular; HEV: vênula 

do endotélio alto; CCL19: CC-quimiocina ligante 19; CCL21: CC-quimiocina 

ligante 21; CXCL13: CXC-quimiocina ligante 13 (Adaptado de RUDDLE, 

2014). 

Figura 1- Representação esquemática de um linfonodo. 
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juntamente com as células dendríticas e moléculas de MEC fornecendo um arcabouço 

que possibilita o tráfego de linfócitos (Figura 2) (MUNOZ et al., 2014). 

 

 

 

               

 

 

 

 

 

 

 3.1.3 Recirculação de linfócitos  

A recirculação dos linfócitos entre o sangue e os tecidos linfoides é um 

mecanismo homeostático essencial que regula as respostas imunes humoral e celular. 

Este evento promove o encontro dos linfócitos T e B virgens com seus antígenos, 

apresentados por células apresentadoras de antígenos, para a manutenção de 

respostas imunes eficientes (TAKEDA et al., 2017). A apresentação de antígenos 

ocorre principalmente nos linfonodos, devido aos tipos celulares que residem neste 

órgão. As células estromais presentes nos linfonodos fornecem estrutura e secretam 

substâncias que controlam e coordenam o movimento de linfócitos nestes órgãos, 

permitindo que os linfócitos estejam em constante recirculação na busca de antígenos 

 

Linfócitos T  

Célula 

dendrítica 

Célula reticular 

fibroblástica (FRC) 

F Fibra de colágeno 
Linfócitos T  

Linfócitos T atravessando 

a rede de FRC 

Observa-se os linfócitos T (laranja) ao longo e através de uma rede de 

células reticulares fibroblásticas, na presença de células dendríticas e 

moléculas de matriz extracelular. Esta estrutura permite o reconhecimento 

do antígeno apresentado pelas células dendríticas aos linfócitos T. Nota-

se o excesso de linfócitos T(amarelo). FRC: célula reticular fibroblástica 

(Adaptado de CAHALAN; PARKER, 2008). 

Figura 2. Esquema ilustrando a motilidade de linfócitos T 

em uma rede de células reticulares fibroblásticas. 
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(CHANG; TURLEY, 2015). A recirculação de linfócitos entre o sangue e órgãos linfoides 

é mediada pela ação coordenada de diferentes moléculas e fatores solúveis, como 

selectinas, integrinas e quimiocinas (KRUGER; MOOREN, 2007).  

Constantemente, os linfócitos T virgens presentes no sangue entram nos 

linfonodos através das vênulas de endotélio alto (HEVs). As HEVs são delgadas e 

suas células endoteliais apresentam morfologia alta e cubóide, expressam várias 

moléculas de adesão com diferentes funções que auxiliam a entrada de linfócitos T 

nos linfonodos. Esta entrada é regulada por moléculas de adesão e quimiocinas, que 

direcionam os linfócitos T durante uma cascata de eventos, que inicia com o rolamento 

destes linfócitos sobre o endotélio vascular, através da associação com receptores de 

adesão, como a L-selectina. Subsequentemente, ocorre a ativação destes linfócitos 

através da ligação com receptores de quimiocinas, principalmente CCR7/CCL21. A 

ligação com quimiocinas induz uma adesão firme dos linfócitos ao endotélio, 

provocando um arrasto destas células na superfície das células endoteliais das HEVs, 

onde a integrina LFA-1 exerce um papel importante, ligando-se ao receptor ICAM-1 

presente na superfície das células endoteliais das HEVs. Finalmente, os linfócitos T 

transmigram através das células endoteliais e penetram no parênquima do tecido 

(Figura 3). No parênquima dos linfonodos, estes linfócitos migram para as áreas 

paracorticais, onde encontram as células dendríticas. Os linfócitos T que encontram 

seu antígeno específico na superfície de uma célula dendrítica param de migrar. Estes 

linfócitos proliferam e se diferenciam em linfócitos T efetoras, capazes de deixar os 

linfonodos e migrar para os sítios de infecção. Entretanto, os linfócitos T que não 

encontram seu antígeno específico saem dos linfonodos pelos vasos linfáticos 

eferentes e retornam ao sangue, permitindo sua recirculação (TANAKA et al., 2004; 

MASOPUST; SCHENKEL, 2013). 
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O tráfico de linfócitos e a migração através de células endoteliais vasculares 

nos tecidos linfoides secundários é crítico para a proteção imunológica. O endotélio 

vascular consiste em uma monocamada contínua de células que reveste todo o 

sistema vascular. Estas células endoteliais apresentam moléculas de adesão celular, 

como L-selectinas e caderinas, que formam complexos de junção intercelular. Estes 

complexos são importantes para controlar a permeabilidade endotelial e criar um local 

de regulação da adesão e transmigração de células, tais como leucócitos, da corrente 

sanguínea para os órgãos linfoides secundários ou tecidos subjacentes (GIRARD; 

SPRINGER, 1995). 

A L-selectina (CD62L) é uma importante molécula de adesão expressa pela 

maioria dos leucócitos e interage com receptores expressos nas vênulas do endotélio 

alto (HEVs) de órgãos linfoides secundários, em particular os linfonodos. Permitindo 

a entrada de linfócitos virgens nestes órgãos e auxiliando o extravasamento destas 

células para locais de inflamação (ZANTE; ROSEN, 2003). LAFOURESSE e 

colaboradores (2015) demonstraram um aumento na expressão de L-selectina nos 

linfócitos de pacientes com leucemia linfocítica crônica, desencadeando um aumento 

Figura 3 -  Representação da transmigração de linfócitos T em 

HEVs de linfonodos. 

 

 

Os linfócitos iniciam a interação com as vênulas endoteliais altas (HEVs) 

através da ligação da L-selectina com seu ligante, seguido pela ativação 

induzida por quimiocinas, adesão e transmigração induzidas por integrinas. 

Glicanos sulfatados funcionam na primeira e segunda etapa dessas interações 

adesivas sequenciais (Adaptado de KAWASHIMA, 2006). 

Rolamento 
Ativação 

Adesão 

Transmigração 
Linfócito 

Receptor de 

quimiocina 

L

Ligante de  

L-selectina 
Quimiocina Integrina  

HEV 
Proteoglicano de 

Heparano sulfato  

ICAM-1/VCAM-1 
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no tráfico destas células nos linfonodos dos pacientes, ocasionando uma progressão 

da doença.  

 

 3.2 Quimiocinas 

 As quimiocinas são citocinas quimiotáticas com peso molecular entre 7-12 kDa 

que atuam na defesa imunológica dirigindo e controlando a migração, ativação, 

diferenciação e sobrevivência de leucócitos em nosso corpo. Algumas quimiocinas 

são constitutivamente secretadas em tecidos linfoides e estão envolvidas no homing 

de leucócitos durante a vigilância imunológica. A grande maioria das quimiocinas, no 

entanto, são secretadas em resposta a mediadores inflamatórios, fazendo o 

recrutamento de leucócitos para locais de inflamação (LUSTER, 1998; VIOLA; 

LUSTER, 2008; KUFAREVA et al., 2015). 

As quimiocinas são classificadas em quatro classes diferentes (C, CC, CXC, e 

CXXXC), de acordo com o número e o espaçamento dos resíduos de cisteína 

conservados na região da posição N-terminal (ALEXANDER et al., 2011). As 

quimiocinas solúveis podem ligar-se as glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na 

superfície de células endoteliais, formando um gradiente quimiotático, que orienta a 

passagem de células imunes em relação à fonte de secreção de quimiocinas 

(PROUDFOOT et al., 2003; LAU et al., 2004).  

As quimiocinas exercem os seus efeitos biológicos através de receptores de 

superfície celular pertencentes à superfamília de receptores transmembrana 

acoplados à proteína G (GPCRs). Pelo menos 22 receptores de quimiocinas foram 

caracterizados, alguns podem se ligar à várias quimiocinas, enquanto outros são 

altamente específicos. Os receptores de quimiocinas são expressos em células que 

migram e sua ligação com as quimiocinas resulta na ativação de vias de sinalização 

dentro da célula. Além disso, esta interação resulta na imobilização de quimiocinas e 

permite a formação de gradientes locais fixos que, em modelos in vitro, regulam a 

coordenação sincronizada da motilidade celular e adesão celular dependente de 

integrinas (KUFAREVA et al., 2015; ALEXANDER et al., 2011) 

Dentre as quimiocinas, uma das mais estudadas é o fator-1α derivado de 

células estromais (SDF-1α), também chamada CXCL12. Esta quimiocina foi 

originalmente descrita como um produto secretado por linhagens de células de 

estroma da medula óssea (TASHIRO et al., 1993). A CXCL12 também pode ser 



25 

 

 
 

secretada por vários tecidos e órgãos do corpo, como medula óssea, linfonodos, 

músculos e pulmão (PAWIG et al., 2015). 

A quimiocina CXCL12/SDF-1α é composta por 67 aminoácidos e age através 

da ligação com o seu principal receptor, o CXCR4, porém ela também se liga ao 

receptor CXCR7. O CXCR4 é expresso em vários tipos de células incluindo linfócitos, 

células dendríticas, células Natural killer (NK), células hematopoiéticas, células 

endoteliais, células epiteliais e células cancerosas. No sistema imunológico, a ligação 

CXCL12 / CXCR4-7 induz a sinalização intracelular que resulta na iniciação de vários 

eventos celulares (Figura 4) (PAWIG et al., 2015). 

Os principais efeitos biológicos da quimiocina CXCL12 estão relacionados com 

a capacidade desta quimiocina induzir motilidade, respostas quimiotáticas, adesão, 

secreção de metaloproteinases e fatores angiogênicos em diferentes tipos celulares 

(MARQUEZ-CURTIZ et al., 2001). A CXCL12 possui um papel importante durante a 

inflamação, atuando na quimiotaxia de linfócitos e direcionando a migração de 

fibroblastos durante o reparo tecidual (RATAJCZAK et al., 2004). 

Esta quimiocina dirige a proliferação e diferenciação de células progenitoras 

imaturas, através da ativação de vias de sinalização que modulam a adesão, rearranjo 

do citoesqueleto e controle do ciclo celular (DAR et al., 2006). A CXCL12 tem um papel 

importante durante o desenvolvimento e maturação dos linfócitos B na medula óssea. 

Ainda, a CXCL12 pode atuar nas células endoteliais como um quimioatraente in vitro 

e como um fator angiogênico in vivo (VANDERCAPPELLEN et al., 2008). Além disso, 

dados da literatura mostram que a quimiocina CXCL12 pode desempenhar um papel 

fundamental na atração de células tumorais aos seus órgãos-alvo para facilitar a 

formação de metástases (SUN et al., 2005). 

Em linfonodos, a CXCL12 tem um papel importante na recirculação, 

estruturação e recrutamento celular para sítios inflamatórios. Esta quimiocina está 

presente na superfície luminal das vênulas endoteliais altas (HEVs), atuando na 

entrada, regulação do tráfico e localização dos linfócitos do sangue periférico no 

parênquima deste órgão (HAO et al., 2007).  
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 3.3 Matriz extracelular  

 3.3.1 Matriz extracelular 

A matriz extracelular (MEC) é uma rede estrutural que fornece suporte físico 

para a regulação de vários eventos celulares incluindo o crescimento, a migração, 

diferenciação, sobrevivência, homeostase e morfogênese. Esta rede acelular consiste 

em uma grande variedade de macromoléculas cuja composição varia de tecido para 

tecido. Os principais constituintes da MEC são proteínas fibrosas, tais como colágeno 

e elastina, e glicoproteínas, como a fibronectina e laminina, além de proteoglicanos e 

glicosaminoglicanos (Figura 5) (THEOCHARIS et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

A interação entre MEC e as células ocorre através de receptores de superfície 

celular, tais como integrinas, receptor celular de proteoglicanos e o receptor de ácido 

hialurônico CD44. As células do sistema imunológico sintetizam e secretam moléculas 

de MEC, que auxiliam na formação da estrutura e propriedades biomecânicas dessa 

Figura 5 - Representação esquemática da matriz extracelular. 

A matriz extracelular consiste em uma rede de proteínas e carboidratos. (Adaptado 

de biocelmembrana.blogspot.com). 
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rede, como também os sinais transmitidos para as células pelos componentes da MEC 

modulam suas respostas (LABAT-ROBERT, 2012). 

As integrinas são receptores de superfície celular que regulam interações 

célula-célula e célula-matriz extracelular. A família das integrinas compreende 24 

membros em mamíferos, formados por uma combinação de 18 subunidades α e 8 

subunidades β. Desempenham um papel crítico em vários eventos celulares, incluindo 

o tráfico de leucócitos, fagocitose de patógenos, sinalização para respostas imunes 

inata e adaptativa. Vários membros da família das integrinas, atuam regulando os 

eventos de adesão e migração em linfócitos, dentre eles o LFA-1 (αLβ2; CD11a / 

CD18), Mac-1 (αMβ2; CD11b), VLA-4 (α4β1; CD49d) e o VLA-5 (α5β1; CD49e) 

(HYNES, 1992; HYNES, 2002).  

A interação dos linfócitos com os componentes da matriz extracelular 

(colágeno, fibronectina e laminina), regulam várias atividades de linfócitos in vitro, 

incluindo adesão, migração, diferenciação e proliferação / sobrevivência (SHIMIZU; 

SHAW, 1991). Dados da literatura mostram que diferentes isoformas de laminina, 

predominantemente, a laminina-411 e laminina-511, através da ligação com a 

integrina α6β1, contribuem para a adesão e migração de linfócitos do sangue periférico 

através das paredes das HEVs, promovendo a transmigração dessas células em 

linfonodos e em outros órgãos linfoides (GORFU et al., 2008). 

 

 3.3.2 Fibronectina 

A fibronectina (FN) é uma proteína de matriz extracelular, composta por duas 

subunidades, cada uma possuindo um peso aproximado de 250 kDa que são 

covalentemente ligados por ligações dissulfeto na sua região C-terminal. O papel 

primário da fibronectina é ligar as células à MEC, mas também se liga a outros 

constituintes da MEC, incluindo a fibrina, colágeno e heparina. Estas interações são 

mediadas por vários domínios estruturais e funcionais presentes na fibronectina que 

foram definidos por fragmentação proteolítica ou análises de DNA recombinante 

(Figura 6). A fibronectina está envolvida na diferenciação embrionária, morfologia 

celular, migração celular e trombose. Com base na sua solubilidade, a fibronectina 

pode ser classificada em duas formas, fibronectina solúvel (plasma) e insolúvel (matriz 

extracelular e intracelular). A forma funcional da fibronectina in vivo está no seu estado 
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fibrilar. Estas fibras formam uma rede interligada abrangendo os tecidos em 

desenvolvimento (PANKOV; YAMADA, 2002; DAVIDSON et al., 2004). 

A fibronectina se liga às células, principalmente através de receptores do tipo 

integrinas, sendo a integrina α5β1 (VLA-5) o seu principal receptor celular. Além disso, 

a fibronectina também pode ligar-se a integrina α4β1 (VLA-4).  Estas integrinas 

medeiam a adesão celular, ligando o citoesqueleto de actina com moléculas de matriz 

extracelular, auxiliando na ancoragem e aderência das células. Vários estímulos 

podem agir sobre estes receptores modulando a transmissão de sinais intracelulares 

para o exterior da célula, influenciando a afinidade dessas integrinas com ligantes da 

MEC, afetando vários processos celulares, como a adesão e migração (LIAO et al., 

2002). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Representação esquemática da fibronectina. 

Uma molécula de fibronectina consiste em duas cadeias polipeptídicas quase idênticas 
unidas por duas ligações dissulfeto perto das suas extremidades carboxila. Cada cadeia 
polipeptídica é dobrada numa série de domínios globulares ligados por segmentos curtos e 
flexíveis. Os domínios globulares têm locais de ligação para componentes da MEC ou para 
receptores específicos na superfície celular. O domínio de ligação ao receptor contém a 
sequência tripeptídica RGD (arginina-glicina-aspartato), que é reconhecida pelos receptores 
de fibronectina. A fibronectina também tem locais de ligação para heparan sulfato, 
hialuronato e gangliósidos (glicoesfingolípidos que contêm grupos de ácido siálico) 
(Adaptado de: //http:openstaxcnx.org). 
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Dados da literatura, mostram que a fibronectina desempenha um papel crítico 

durante alguns tipos de câncer. XIA e colaboradores (2017), observaram que em 

ensaios de migração em transwell e de cicatrização de feridas, que a capacidade 

invasiva de células de pacientes com câncer de tireoide papilar foi aumentada na 

presença de fibronectina, contribuindo para o desenvolvimento de metástase.  

 

 3.4 Fator-1 de crescimento semelhante à insulina 

O fator-1 de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) é membro de um grupo 

de polipeptídeos que estão estruturalmente relacionados, incluindo o IGF-2 e a 

insulina. O IGF-1 é composto por 70 aminoácidos organizados em cadeias α e β 

ligados por ligações dissulfeto. O IGF-1 e o IGF-2 circulam no plasma, em complexos 

formados com as proteínas ligadoras de IGFs (IGFBPs). A família de IGFBPs 

compreende seis proteínas plasmáticas, que são sintetizadas por muitos tecidos e 

células, e são importantes moduladoras da ação dos IGFs. Essas proteínas ligam-se 

aos IGFs, prolongando a sua meia-vida no sangue e servindo como carreadores para 

transportá-los até células específicas. Elas possuem uma afinidade relativamente 

elevada para os IGFs, possibilitando sua interação com receptores presentes nas 

células-alvo, desencadeando vários eventos celulares (DENLEY et al.,2005; 

CLEMMONS, 1997).      

CHEN e colaboradores (2004) observaram que o tratamento com IGF-1/IGFBP-

3 e IGF-1, reduziu a inflamação nas ilhotas pancreáticas e a apoptose das células β 

em camundongos NOD. Em seres humanos, foi visto uma redução nos níveis de IGF-

1 e IGFBPs no plasma de crianças com síndrome nefrótica ou com uso prolongado 

de glicocorticoides, o que pode levar a um retardamento do crescimento (DONG; REN, 

2003).    

A síntese de IGF-1 ocorre predominantemente no fígado, através da regulação 

pelo hormônio do crescimento (GH), que estimula expressão de genes para IGF-1 nos 

hepatócitos. Entretanto, o IGF-1 também pode ser produzido localmente por muitos 

tipos de células, como células epiteliais, leucócitos do sangue periférico e células 

endoteliais, em condições basais (SMITH, 2010). A maioria das ações do IGF-1 são 

mediadas pelo seu receptor, o IGF-1R, um membro de uma família de receptores 

transmembrana tirosina quinase, que possui duas cadeias α e duas cadeias β. Estas 
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quatro cadeias são ligadas por pontes dissulfetos formando uma estrutura tetramérica, 

onde a subunidade α é extracelular, enquanto a subunidade β é transmembrana 

(Figura 7). Após sua ligação com IGF-1, ocorre a ativação de vias de sinalização 

intracelulares, desencadeando vários eventos celulares (VINCENT; FELDMAN, 

2002).  

 

                             

                                       

 

 

 

 3.4.1 Fator-1 de crescimento semelhante à insulina e o sistema imune 

A sinalização do sistema IGF tem um importante papel em diversas respostas 

celulares, tais como a proliferação, diferenciação, migração, sobrevivência e 

prevenção da apoptose celular (DUAN; XU, 2005). Foi demonstrado que o IGF-1 

promove a hematopoiese (ZUMKELLER; BURDACH, 1999), prolonga a sobrevivência 

dos linfócitos (WALSH; SMITH; O’CONNOR, 2002) e modula a sinalização das células 

T (BERNABEI et al, 2003). Dados da literatura mostram que o IGF-1 estimula a 

produção de matriz extracelular por células epitelias tímicas (TEC) humanas. Além 

disso, o pré-tratamento de TEC murinas com IGF-1 aumenta sua adesão com 

timócitos (DE MELLO COELLO et al., 2002). Através do uso de camundongos knock-

out para IGF-1R específico dos linfócitos T, foi demonstrado que o IGF-1 aumenta a 

Demonstração da distribuição de seus domínios e cadeias, e a 

localização da ligação dissulfetos. (Adaptado de SMITH,2010). 

Sítio de fosforilação 
C-terminal 

Sítio regulatório de 
fosforilação 

terminal 

Tirosina quinase 

Domínio rico em cisteína 

Sítio de fosforilação 
justamembrana 

Figura 7 - Representação esquemática do IGF-1R. 
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timopoiese principalmente por uma expansão das células epiteliais tímicas (CHU et 

al, 2008). 

Em linfonodos humanos, nas zonas de linfócitos B e T várias células expressam 

proteínas e o gene para o IGF-1, como a maioria dos macrófagos, células dendríticas 

foliculares, células dendríticas interdigitantes, alguns linfócitos e HEVs. Demostrando 

que o IGF-1 pode modular eventos de sobrevivência, diferenciação e manutenção dos 

vários tipos celulares em linfonodos (OBERLIN et al., 2009). Ainda, o IGF-1 promove 

o desenvolvimento de células NK derivadas de células-tronco hematopoiéticas 

humanas CD34 (NI et al., 2013). 

VIANA e colaboradores (2015), observaram que o IGF-1 em combinação com 

a quimiocina CCL2 aumenta a adesão de células endoteliais in vitro. Além disso, 

demonstraram que o IGF-1 isolado ou em conjunto com a quimiocina CCL2 aumenta 

a migração in vitro de células endoteliais sobre um substrato de fibronectina. 

NAALDIJK e colaboradores (2015), em um modelo de migração em transwell, 

verificaram que o IGF-1 quando utilizado como um fator quimioatraente aumenta 

significativamente a migração de células-tronco mesenquimais de camundongos. Ao 

longo dos anos, estudos vêm demonstraram o envolvimento do IGF-1 nas células do 

sistema imunológico, modulando várias de suas ações e consequentemente 

contribuindo nas funções imunológicas. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos 

da ação conjunta do IGF-1 com a quimiocina CXCL12 na migração dos linfócitos. O 

conhecimento das ações de diferentes substâncias na modulação dos eventos de 

adesão e migração de células imunológicas é bastante relevante, pois permite o 

desenvolvimento de novas terapias para diferentes desordens imunológicas. 
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 4. METODOLOGIA 

 4.1 Animais 

Neste trabalho, para a obtenção dos linfócitos, foram utilizados camundongos 

da linhagem C57BL/6, com idade entre 6 a 8 semanas, de ambos os sexos, 

provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Todos os 

procedimentos foram submetidos e aprovados pelo Comitê de Uso de Animais 

(CEUA), sob o número de processo: 14/2015. 

 

 4.2 Obtenção de linfócitos 

  Os camundongos foram eutanasiados com tiopental (120 mg/Kg) via 

intraperitoneal, e os linfonodos subcutâneos (axilares, braquiais e inguinais) foram 

removidos e macerados em placa de 24 poços contendo 1 mL de solução salina de 

fosfato (PBS) acrescida de 4% de soro bovino fetal (SBF). O sobrenadante foi 

recolhido e as células foram contadas em câmara de Neubauer sob o método de 

exclusão por azul de Trypan 0,02%. 

 

 4.3 Citometria de fluxo 

 Para verificar o fenótipo dos linfócitos obtidos dos linfonodos subcutâneos e 

para analisar a expressão de receptores envolvidos na adesão e migração linfocitária 

foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Antes e após os ensaios de adesão e 

migração, foram verificados os marcadores de superfície celular CD4, CD8, CD3, 

CD45R(B220). Antes dos ensaios de migração também foram analisados a expressão 

do IGF-1R, CXCR4, CD62L, VLA-4 e VLA-5. Os anticorpos foram diluídos em PBS, 

as células foram incubadas por 20 minutos a 4ºC. Após marcação, as células foram 

lavadas com PBS-SBF 2% e fixadas em formaldeído a 2%, para posterior análise. As 

células devidamente marcadas foram analisadas no citômetro de fluxo FACS Canto II 

equipado com o programa de computador Diva (BD biosciences). 

As análises foram realizadas utilizando o software WinMDI versão 2.9 e os 

resultados foram expressos na forma de densitplots e histogramas. As células foram 

selecionadas a partir dos parâmetros de tamanho x granulosidade pré-estabelecidos 

para os linfócitos. Foram adquiridos 20.000 eventos (células) em cada experimento.  
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 4.3.1 Análise da Citometria de fluxo 

Os densitplots são representações gráficas capazes de individualizar e 

quantificar as populações de linfócitos baseado na presença ou ausência das 

moléculas de superfície CD3 e CD45R (ou outras moléculas de interesse). No 

quadrante superior esquerdo encontram-se os linfócitos B e no quadrante inferior 

direito ao linfócitos T (Figura 8A). Através da expressão das moléculas de superfície 

CD4/CD8 também é possível individualizar as subpopulações de linfócitos T CD4+ e 

linfócitos T CD8+ (Figura 8B). 

 

     

                                       

   

 

 

 

 

Os histogramas (figura 9) indicam o número de eventos e a intensidade de 

fluorescência resultantes da expressão dos receptores presentes na célula. O traço 

citofluorimétrico em branco (vazado) indica a marcação obtida com a imunoglobulina 

não- relacionada e o traço em vermelho (preenchido) indica a marcação para o IGF-

1R, CXCR4, CD62L, VLA-4 ou VLA-5.  

                   

                                

 

(A) Densitplot indicando as populações de linfócitos definidas pela 

expressão das moléculas CD3/CD45R. (B) Densitplot indicando as 

subpopulações de linfócito T CD4+ e linfócitos T CD8+ através da expressão 

das moléculas de superfície CD4/CD8. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 

 

Demonstração da expressão de receptores na 

superfície de linfócitos. (Fonte: elaborada pela 

autora, 2017). 

 

A 
B 

Figura 9 - Histograma representativo.  

Figura 8 - Densitplot representativo das populações de linfócitos. 
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 4.4 Análise de receptores de superfície celular  

  Após a eutanásia, os linfonodos subcutâneos (axilares, braquiais e inguinais) 

foram removidos e macerados em placa de 24 poços. Os linfócitos foram recolhidos, 

contados e avaliados por citometria de fluxo, para verificar o percentual das 

populações de linfócitos T e B, e analisar a expressão do IGF-1R na sua superfície 

celular em ambas as populações. Para isto, foram utilizados os anticorpos anti-CD3-

APC, anti-CD45R(B220)-PE e anti-IGF-1R-PercP.  

Para analisar a ação do IGF-1 e/ou CXCL12 na expressão de receptores de 

superfície celular, os linfócitos foram contados e plaqueados (1x105 células) em placas 

de 24 poços em meio RPMI 1640, acrescido de 2% SBF. Em seguida, foi feito o 

tratamento com IGF-1 (100 ng/mL) e/ou CXCL12 (200ng/mL),durante 1 hora. Grupos 

de células cultivadas sem o tratamento foram utilizados como controles.  O cultivo 

celular foi realizado em estufa de atmosfera úmida, a 37ºC com 5% de CO2.  Após o 

tempo de tratamento, os linfócitos foram recolhidos, contados e avaliados por 

citometria de fluxo a expressão dos receptores de superfície celular, CXCR4, CD62L, 

VLA-4/α4β1(CD49d) e VLA-5/α5β1(CD49e). Para isto, foram utilizados os anticorpos 

anti-CD4-FITC, anti-CD8-PercP.Cy5, anti-CD45R(B220)-PE, anti-CXCR4-PE, anti-

CD62L-APC, anti-CD49d-PE e anti-CD49e- PE. O controle negativo para análise foi 

feito com anticorpos primários de imunoglobulinas não relacionadas, que não geram 

marcação significativa. 

 

 4.5 Cultura de células endoteliais 

As células da linhagem endotelial tEnd.1 derivadas de timo murino, foram 

cultivadas em garrafas de cultura com meio RPMI 1640, suplementado com 10% de 

SBF, 100UI/ml de penicilina e 100μl/ml de estreptomicina. As células foram mantidas 

em condições estéreis, em estufa a 37ºC, em atmosfera umedecida contendo 5% de 

CO2. A passagem destas células foi realizada quando estas se encontravam em 

estado de semi-confluência por meio do tratamento com solução de Tripsina 0,25% - 

EDTA 0,02% em solução livre de cálcio e magnésio, pH 7,2. 

 

 4.6 Ensaio de adesão linfócitos/células endotelial 

Células da linhagem endotelial tEnd.1 foram cultivadas em garrafas de cultura 

celular (1x105 células), e deixadas por 16 horas em estufa de CO2 a 37°C para 
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aderirem. Após este período, as células foram lavadas com PBS e em seguida foi feita 

a co-cultura das células endoteliais com linfócitos (na proporção de 50 linfócitos por 

célula endotelial) na presença ou ausência de IGF-1, na concentração de 100 ng/mL, 

durante 1 hora. Após este tempo, foi feita a remoção dos linfócitos não-aderentes, os 

linfócitos aderidos às células tEnd.1 foram recolhidos, por meio de lavagens com PBS 

gelado e quantificados. Em seguida, pela técnica de citometria de fluxo, os linfócitos 

foram marcados com anticorpos anti-CD4-APC, anti-CD8-PercP.Cy5, anti-CD45R-

FITC(B220) e anti-CD49d-PE para se determinar o fenótipo dos linfócitos aderentes e 

a expressão do receptor VLA-4 após o ensaio de adesão. 

 

 4.7 Microscopia eletrônica de varredura 

Para verificar a adesão linfócitos/células endoteliais (tEnd.1) em nosso modelo 

experimental, foram plaqueadas 2x104 tEnd.1 em placas de 24 poços contendo 

lamínulas de vidro no interior de cada poço. As células foram cultivadas com meio 

RPMI 1640, suplementado com 10% de SBF, e mantidas por 16 horas em estufa de 

CO2 a 37ºC para aderirem. Após este período, as células foram lavadas com PBS e 

em seguida foi feita a co-cultura das células endoteliais com linfócitos (1x105 células) 

durante 1 hora. Após este tempo, foi feita a remoção dos linfócitos não-aderentes, por 

meio de lavagem com PBS, os linfócitos aderidos às células endoteliais foram fixados 

com glutaraldeído por 5 minutos. Em seguida, foi retirado o glutaraldeído e as células 

foram lavadas com água MilliQ por 5 minutos. Posteriormente, a lamínula de cada 

poço foi retirada e colada para secar à temperatura ambiente. Após a secagem, as 

células foram metalizadas por 6 minutos com alvo de ouro com corrente de 10Ma em 

metalizador Sanyu Electron Quick Coater SC-701. Em seguida, as células foram 

analisadas e fotografadas através de microscopia eletrônica de varredura (Shimadzu 

SSX-550 Superscan).  

 

4.8 Ensaio de quimiotaxia celular 

Os ensaios foram realizados utilizando o sistema de transwell (Corning Costar, 

Cambridge, USA) empregando insertos com membranas de policarbonato com poros 

de 5 μm. A membrana dos insertos foram previamente tratadas com a molécula de 

matriz extracelular, fibronectina, na concentração de 10 μg/mL, por 1 hora a 37°C em 

estufa com 5% de CO2. Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com PBS-



37 

 

 
 

BSA 0,1% por 45 minutos a 37°C em estufa com 5% de CO2. Após o bloqueio, foi 

adicionado aos poços inferiores das câmaras 600 μL de meio de cultura RPMI/BSA 

1% contendo IGF-1 e/ou CXCL12, nas concentrações de 100 ng/mL e 200 ng/mL, 

respectivamente, como fatores quimiotáticos. Os linfócitos (2x106 células) foram 

colocados na parte superior da câmara em 100 μL de meio de cultura RPMI/BSA 1%. 

Após 3 horas, a 37ºC em incubadora de CO2, os linfócitos migrantes depositados na 

câmara inferior foram coletados e contados. A fim de determinar as subpopulações 

migrantes, os linfócitos foram marcados com os anticorpos anti-CD4-FITC, anti-CD8-

PercP.Cy5, anti-CD45R-PE(B220), também foi avaliada a expressão da molécula 

CD62L na superfície dos linfócitos utilizando o anticorpo anti-CD62L-APC para análise 

por citometria de fluxo. 

 

 4.9 RT-PCR 

Os ensaios foram realizados em placa de 96 poços de fundo chato. Os poços 

da placa foram previamente tratados com a molécula de matriz extracelular, 

fibronectina, na concentração de 10 μg/mL, por 1 hora a 37°C em estufa com 5% de 

CO2, ou BSA na mesma concentração (usada como controle basal). Posteriormente, 

os poços foram bloqueados com PBS-BSA 0,1% por 45 minutos a 37°C em estufa 

com 5% de CO2. Após o bloqueio, os linfócitos (5x107 células) foram adicionados aos 

poços da placa em 100 μL de meio de cultura RPMI/BSA 1% contendo IGF-1 e/ou 

CXCL12, nas concentrações de 100ng/mL e 200ng/mL, respectivamente, e mantidas 

a 37°C em estufa com 5% de CO2. Após 1 hora, os linfócitos foram recolhidos, 

centrifugados e lavados com PBS. Em seguida, foram submetidos às etapas de 

extração do RNA total, síntese e amplificação do cDNA pela metodologia reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para verificação do gene-alvo: IGF-1R. 

A descrição das etapas encontra-se a seguir: 

a) Desenho dos oligonucleotídeos: Os oligonucleotídeos iniciadores específicos foram 

desenhados com o software Primer3, disponível na página de internet do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Na tabela 1 estão descritos os oligos 

usados para o gene-alvo e o controle endógeno. 

b) Extração do RNA total:  Amostras de RNA total dos foram extraídas pelo método 

fenol-clorofórmio. Brevemente, as células dos grupos de tratamento foram coletadas 

em 1 mL de Trizol (TRIzol Reagent, Life Tecnologies), incubadas com 200 µl de 

clorofórmio (Anidrol, Brasil), agitadas por 15 segundos e centrifugadas por 15 minutos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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a 4°C na velocidade de 12000 G. Após centrifugação, a fase aquosa das amostras foi 

separada em um novo tubo, onde foram adicionados 500 µL de isopropanol P.A. 

(Merk, Alemanha) seguido de uma leve mistura pela inversão do tubo. A solução foi 

incubada por 10 minutos a temperatura ambiente, e em seguida novamente 

centrifugada por 10 minutos a 4°C na velocidade de 12000 G. Após centrifugação, o 

sobrenadante das amostras foi retirado, preservando o precipitado contendo RNA. Os 

precipitados foram lavados com 1 mL de álcool 75% e centrifugados por 5 minutos a 

4°C na velocidade de 7500 G. Após secagem, o RNA foi ressuspendido com água 

livre de RNAses e DNAses, e colocado no gelo para posterior quantificação. O RNA 

total de cada amostra foi quantificado com auxílio de espectrofotômetro e submetido 

a eletroforese em gel de agarose (1,5%) para verificação da integridade da molécula. 

As amostras de RNA foram mantidas em freezer -80°C até o uso.  

c) Síntese do cDNA e PCR: Primeiramente, foi realizada uma etapa de remoção do 

DNA genômico residual utilizando tratamento com DNAse I (Ambion), seguido da 

síntese do DNA complementar (cDNA) utilizando o kit M-MLV reverse transcriptase 

(Invitrogen, EUA), que contém todos os reagentes para a reação de transcriptase 

reversa. Para reação de PCR foi utilizada a enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen), 

em que 1 μL de cDNA foi misturado com 2,5 µL de tampão de PCR (10X; PCR buffer, 

Invitrogen), 2,5 µL de dNTPs (0,2 mM; Invitrogen), 1,25 µL de cloreto de magnésio 

(1,5 mM; MgCl2) e 500 nM dos oligos específicos para os genes-alvo constitutivo β-2-

microglobulina, acrescido de água livre de RNAses e DNAses, em um volume total de 

20 µL. Após reação, 5 µL de cada reação foi submetido a eletroforese em gel de 

agarose a 2% por 25 minutos sob 80 volts. As bandas amplificadas foram visualizadas 

sob a luz ultravioleta pela coloração com brometo de etídio. A análise da intensidade 

das bandas foi realizada através do programa de computador ImageJ.  

 

 
 

Gene Forward primer Reverse primer 

IGF-1R 5`-

ATGCTTCAGTCCCTTCCATTC-3´ 

 

5`-

TGTCTTTGGAGCAGTAGTTGT-3´ 

β-2-

microglobulina 

5`-

CTGCTACGTAACACAGTTCCACCC-3´ 

 

5`-

CATGATGCTTGATCACATGTCTCG-3´ 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Sequências dos primers utilizados na RT-PCR. 
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 4.10 Análises estatísticas 

Os resultados foram submetidos à análise estatística pelo teste t Student e teste 

one-way ANOVA, seguido de pós-teste de Turkey. Os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão da média (DP). Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Para as análises e confecção dos gráficos foi utilizado 

o programa de computador GraphPad Prism versão 5.00 (GraphPad Prism Software, 

Inc.). 
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 5 RESULTADOS  

 5.1 Determinação das populações de linfócitos obtidos de linfonodos    

subcutâneos. 

Inicialmente, verificou-se o número absoluto de cada população de linfócitos 

em linfonodos subcutâneos. Como resultado, observou-se que na população 

linfocitária presente nos linfonodos subcutâneos há um maior número de linfócitos T 

em relação aos linfócitos B (Figura 10). 
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 5.2 Verificação da expressão do IGF-1R na superfície de linfócitos periféricos 

obtidos de linfonodos subcutâneos. 

Para verificar a expressão do IGF-1R na superfície de linfócitos, foram 

utilizados os anticorpos anti-CD3-APC, anti-CD45R-PE e anti-IGF-1R-PerCP. Quando 

analisada a expressão do receptor para IGF-1, o IGF-1R, na superfície das células, 

foi constatado que na população total de linfócitos, um baixo percentual de células 

expressavam o IGF-1R (Figura 11A). Quando foram analisadas as populações 

individualmente, verificou-se que um maior percentual de linfócitos B expressavam o 

IGF-1R na sua superfície, quando comparado aos linfócitos T (Figura 11B). 

 

Figura 10 - Populações de linfócitos em linfonodos.  

Número absoluto de linfócitos das populações celulares em 

linfonodos subcutâneos após análise por citometria de fluxo, n=9. Os 

valores estão expressos como média ± DP. (Fonte: elaborada pela 

autora, 2017). 
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 5.3 Análise da expressão de receptores envolvidos em adesão e migração nas 

subpopulações de linfócitos. 

Inicialmente, investigou-se a expressão de receptores de superfície celular em 

linfócitos frescos e notou-se que estes receptores estavam presentes nas diferentes 

populações de linfócitos. Foi observado que na subpopulação de linfócitos T CD4+   

28,7% expressavam o receptor CXCR4, 93,5% expressavam o receptor CD62L, e em 

relação as integrinas α4β1 (VLA-4) e α5β1 (VLA-5) 86,8% e 2,10% de linfócitos 

expressavam estas integrinas, respectivamente. Já na subpopulação de linfócitos T 

CD8+ 21,9% expressavam o receptor CXCR4, 97,8% expressavam o receptor CD62L, 

89,8% dos linfócitos expressavam a integrina α4β1 (VLA-4) e 0,52% expressavam a 

integrina α5β1 (VLA-5). Em relação a população de linfócitos B, foi observado que 

estas células expressavam os diferentes receptores: 22 % dos linfócitos expressavam 

o receptor CXCR4, 97,4% expressavam o receptor CD62L, 97,3% expressavam a 

integrina α4β1 (VLA-4) e 0,9% expressavam a integrina α5β1 (VLA-5) em sua 

superfície celular (Figura 12).  

 

 

 

 

(A) Histograma representativo do percentual de linfócitos que expressavam em sua superfície 
o IGF-1R em linfócitos totais. (B) Percentual de linfócitos que expressavam em sua superfície 
o IGF-1R nas populações de linfócitos T e B. A expressão do receptor foi obtida através da 
análise por citometria de fluxo, n=9. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 

33.82±1.0 

A B 

Figura 11- Expressão do IGF-1R em linfócitos. 
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 5.4 Análise da expressão de receptores de superfície celular envolvidos na 

adesão e migração de linfócitos após o tratamento com IGF-1 e/ou CXCL12. 

A expressão dos receptores de superfície celular, CXCR4, CD62L e as 

integrinas α4β1 (VLA-4) e α5β1 (VLA-5), na superfície dos linfócitos foi avaliada após 

o tratamento com IGF-1 e/ou CXCL12, por 1 hora. 

Como resultado, em relação a expressão da integrina VLA-5, verificou-se que 

apenas na população de linfócitos B ocorreu uma diminuição no percentual de células 

que expressavam esta integrina no grupo tratado com CXCL12 quando comparado 

ao grupo controle. Porém, após 1 hora de tratamento com IGF-1+CXCL12 ocorreu um 

aumento no percentual de linfócitos B que expressavam esta integrina, quando 

Histograma representativo do percentual de linfócitos que expressavam em sua superfície os 
receptores CXCR4, CD62L e as integrinas α4β1 (VLA-4) e α5β1 (VLA-5) nas subpopulações 
de linfócitos. A expressão dos receptores foi obtida através da análise por citometria de fluxo, 
n=4. Os valores estão expressos como média ± DP. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 

Figura 12 - Expressão de receptores de superfície celular envolvidos em 

adesão e migração nas populações de linfócitos de linfonodos subcutâneos.  

Linfócitos B 

Linfócitos T CD4+ 

Linfócitos T CD8+ 
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comparado ao grupo tratado somente com CXCL12 (Figura 13A). Porém, nas 

subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ não foram observadas mudanças 

estatísticas nos percentuais de células que expressavam esta integrina entre os 

tratamentos testados. 

No que se refere a expressão do receptor CD62L, observou-se que após 1 hora 

em cultura, ocorreu uma diminuição na expressão deste receptor na população de 

linfócitos B, porém o tratamento com IGF-1+CXC12 foi capaz de aumentar o 

percentual de células que expressavam o CD62L quando comparado ao grupo 

controle (Figura 13B). Entretanto, nas subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

não foram observadas mudanças estatísticas no percentual de células que 

expressavam o receptor CD62L entre os tratamentos testados. Após o tempo de 1 

hora, observou-se que 39% dos linfócitos T CD4+, 41% linfócitos T CD8+ e 5% dos 

linfócitos B expressavam o receptor CXCR4 em sua superfície celular. Entretanto, não 

foram observadas alterações no percentual de linfócitos que expressavam o CXCR4 

entre os tratamentos testados (Figura 13C). Em relação a integrina α4β1 (VLA-4), 

verificou-se 63% dos linfócitos T CD4+, 71% linfócitos T CD8+ e 19% dos linfócitos B 

expressavam a integrina α4β1 (VLA-4) em sua superfície celular. Porém, não houve 

alterações na expressão desta integrina nas subpopulações de linfócitos entre os 

tratamentos testados durante 1 hora (Figura 13D). 
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Figura 13 -  Efeito do IGF-1 e/ou CXCL12 na expressão de receptores de superfície 

celular de linfócitos.  
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A expressão dos receptores foi obtida através da análise por citometria de fluxo que demonstrou o 

número percentual de linfócitos que expressavam em sua membrana os receptores VLA-5 e CD62L. 

Os gráficos representam a porcentagem de linfócitos que expressavam os receptores VLA-5 e CD62L 

na presença ou ausência de tratamentos por 1 hora, n=4. Os valores estão expressos como média ± 

DP.  A análise estatística foi feita com o teste one-way ANOVA p<0,05. (* comparado com CTR e # 

comparado com CXCL12). (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 
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 5.5 Análise da adesão linfócitos/células endoteliais após o tratamento com IGF-

1. 

Para analisar a adesão entre linfócitos e células endoteliais (tEnd.1) in vitro, 

inicialmente foi necessário a padronização do nosso modelo experimental. As células 

endoteliais foram cultivadas em garrafas de cultura por 16 horas, a 37°C em estufa 

com 5% de CO2. Os linfócitos foram adicionados às monoculturas de tEnd.1 e 

mantidas em co-cultura durante 1 hora. Como observado na figura 12, em nosso 

modelo in vitro de adesão os linfócitos foram capazes de aderir as células endoteliais 

de maneira eficiente (Figura 14A). Após 1 hora de adesão, os linfócitos que não 

aderiram às tEnd.1 foram removidos e os linfócitos que aderiram foram corados 

(Figura 14B). A viabilidade do nosso modelo experimental de adesão in vitro entre 

linfócitos e t.End1 também foi verificada através de microscopia eletrônica de 

varredura, notando-se que este modelo permite o contato entre estas células através 

de suas membranas celulares (Figura 14C e 14D).   

Após a padronização do modelo de adesão in vitro, foi avaliada a adesão de 

linfócitos às tEnd.1 após o tratamento por 1 hora com o IGF-1. Os linfócitos aderidos 

foram recolhidos, contados e marcados com anticorpos específicos para análise por 

citometria de fluxo das subpopulações de linfócitos. Os resultados demonstram que 

houve uma redução significativa no número absoluto de linfócitos totais aderidos às 

tEnd.1 após 1 hora de tratamento com o IGF-1 (Figura 15A). Quando analisadas as 

subpopulações de linfócitos individualmente, verificou-se que este efeito foi mantido 

na subpopulação de linfócitos T CD8+, onde ocorreu uma redução significante no 

número de linfócitos aderidos às tEnd.1 (Figura 15C). Porém, na subpopulação de 

linfócitos T CD4+ e linfócitos B não ocorreu alteração significativa no número absoluto 

de linfócitos aderidos às células endoteliais (Figura 15B e 15D).  
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Figura 14 -  Padronização da co-cultura linfócitos/ tEnd.1 in vitro. 

Co-cultivo de células endoteliais tímicas (tEnd.1) e linfócitos. As fotomicrografias 

mostram a adesão dos linfócitos às tEnd.1. (A) As fotos foram obtidas através de 

microscopia óptica no momento em que os linfócitos foram adicionados às monoculturas 

de células endoteliais (tEnd.1). (B) Após 1 hora de adesão, os linfócitos que aderiram foram 

corados e fotógrafos através de microscopia óptica. (C e D) Através de microscopia 

eletrônica de varredura verificou-se que adesão entre as células endoteliais e os linfócitos 

ocorre pelo contato entre as membranas celulares destas células. (Fonte: elaborada pela 

autora, 2017). 
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5.6 Análise da expressão da integrina α4β1 (VLA-4) após a adesão linfócitos/ 

células endoteliais. 

Após verificar que o tratamento com o IGF-1 diminuiu a adesão entre linfócitos e 

células endoteliais, fomos investigar o percentual de linfócitos que expressavam a 

integrina α4β1 (VLA-4), visto que está integrina é fundamental para o evento de 

adesão e transmigração, pois liga-se a ao receptor VCAM-1 presente nas células 

endoteliais dos vasos sanguíneos. 

Conforme observado na tabela 2, após os ensaios de adesão in vitro na 

presença de IGF-1, não ocorreu alteração na expressão do receptor VLA-4 nas 

subpopulação de linfócitos T CD4+ e T CD8+, e linfócitos B. Além disso, verificamos a 

intensidade média de fluorescência do VLA-4 nas subpopulações de linfócitos, porém 

Figura 15.  Efeito do IGF-1 na adesão linfócitos/ células endoteliais. 

Os gráficos mostram o número absoluto de linfócitos totais e em cada subpopulação. Os 

dados estão representados pela média ± erro padrão da média de três experimentos 

independentes. A análise estatística foi feita com o teste t student, sendo *p<0,05, **p<0,01 

em relação ao grupo controle. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 
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não foram observadas alterações estatisticamente significativas em nenhuma das 

subpopulações.  

 

 

 Percentual de expressão de 

VLA-4 

Intensidade média de 

fluorescência  

   CTR                            IGF-1           CTR                        IGF-1 

Linfócitos T CD4+           99,13 ± 0,75             99,49 ± 0,02   28,56 ± 0,74           27,40 ± 1,57 

Linfócitos T CD8+            99,79 ± 0,20             99,85 ± 0,03   28,59 ± 1,46           29,80 ± 1,61 

Linfócitos B          99,35 ± 0,64             99,99 ± 0,00   75,23 ± 0,44           76,58 ± 2,26 

 

 

 

 

 

 

 5.7 Análise do efeito quimiotático do IGF-1 e/ou CXCL12 na migração de 

linfócitos periféricos. 

Para analisar o efeito quimiotático do IGF-1 e da quimiocina CXCL12 na 

migração de linfócitos, foi utilizado o sistema de transwell com IGF-1 e/ou CXCL12 

como fatores quimioatraentes e com as membranas revestidas ou não com 

fibronectina (FN). Após 3 horas de migração, os linfócitos migrantes foram 

recolhidos, contados, marcados com anticorpos e analisadas por citometria de fluxo. 

No que se refere a migração de linfócitos totais, observou-se que ocorreu um 

aumento no número absoluto de linfócitos migrantes na presença do IGF-1 e/ou 

quimiocina CXCL12 isolados ou em combinação com a FN. Ainda, o aumento no 

número de linfócitos migrantes foi evidenciado principalmente no grupo IGF-

1/CXCL12/FN (Figura 16A). Quando observou-se as subpopulações isoladamente, 

verificou-se que na subpopulação de linfócitos T CD4+, ocorreu um aumento 

significativo no número absoluto de linfócitos migrantes nos grupos CXCL12, IGF-

1+CXCL12, IGF-1+FN, CXCL12+FN e IGF-1+CXCL12+FN (Figura 16B). Em relação 

aos linfócitos T CD8+, verificou-se que houve um aumento significativo nos grupos 

com a presença da quimiocina CXCL12 isolada ou em combinação com IGF-1 e/ou 

Tabela 2.  Expressão de VLA-4 pelas subpopulações de linfócitos após os ensaios de 

adesão.    

Os valores representam a porcentagem e intensidade média de florescência do receptor VLA-4 na 

superfície celular das subpopulações de linfócitos após os ensaios de adesão. Os dados estão 

representados pela média ± erro padrão da média de dois experimentos independentes. A análise 

estatística foi feita com o teste t Student. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 
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FN. Também foi notado um aumento na migração de células T CD8+ no grupo IGF-

1+FN (Figura 16C). Por fim, na subpopulação de linfócitos B, observou-se que 

ocorreu um aumento significativo no número absoluto de linfócitos migrantes apenas 

nos grupos IGF-1+CXCL12, IGF-1+FN, CXCL12+FN e IGF-1+CXCL12+FN (Figura 

16D).         
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O número absoluto de linfócitos migrantes foi obtido após a análise por citometria de fluxo que 

demonstrou o número percentual de linfócitos que expressaram em sua membrana os co-receptores 

CD4, CD8 ou CD45R. Os gráficos mostram a média ± desvio padrão da média de três experimentos 

independentes. A análise estatística foi feita com o teste one-way ANOVA e teste t student *p<0,05, 

**p<0,01 e ***p<0,001. (*), (**), (***) Valores estatisticamente significativos em relação ao grupo BSA; 

(°) valor estatisticamente significativo em ralação ao grupo IGF-1; ($) valor estatisticamente 

significativo em relação ao grupo FN; (#) valor estatisticamente significativo em relação aos grupos 

BSA, IGF-1, FN e IGF-1+CXCL12; (+) valor estatisticamente significativo em relação aos grupos 

BSA, IGF-1, CXCL12, FN, IGF-1+CXCL12 e IGF-1+FN; (§) valor estatisticamente significativo em 

relação aos grupos BSA, CXCL12, FN e IGF-1+CXCL12. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 

Figura 16.  Efeito quimiotático do IGF-1 e/ou CXCL12 na migração de linfócitos periféricos.   

A 
B 

C D 
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 5.8 Efeito do IGF-1 e/ou CXCL12 na expressão do receptor CD62L na superfície 

de linfócitos após a migração. 

Após 3 horas de migração in vitro, utilizando o sistema de transwell, os linfócitos 

migrantes foram recolhidos, contados e marcados com anticorpos específicos, para 

avaliar a expressão do receptor CD62L nas subpopulações celulares após a migração. 

Como demonstrado na figura 17, verificou-se que na subpopulação de linfócitos 

T CD4+ ocorreu um aumento significativo no percentual de linfócitos que expressavam 

o receptor CD62L em sua superfície celular após a migração nos grupos CXCL12+FN 

e IGF-1+CXCL12+FN quando comparados ao grupo BSA. Na subpopulação de 

linfócitos T CD8+ observou-se um aumento significativo no percentual de células que 

expressavam este receptor nos grupos IGF-1+CXCL12, CXCL12+FN e IGF-

1+CXCL12+FN quando comparados ao grupo BSA. No que se refere a população de 

linfócitos B, verificou-se que o mesmo efeito foi mantido, ocorreu um aumento 

estatisticamente significativo no percentual de linfócitos que expressavam o CD62L 

nos grupos CXCL12, IGF-1+CXCL12 e CXCL12+FN quando comparados ao grupo 

BSA.  
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 5.9 Expressão gênica do IGF-1R em linfócitos após o tratamento com o IGF-1 

e/ou CXCL12 na presença ou ausência de fibronectina.  

Na análise do ensaio de migração, foi observado que a resposta migratória dos 

linfócitos na presença do estímulo com IGF-1 variou nos diferentes grupos de 

tratamento. Para entender melhor este efeito, foi investigada a expressão do gene 

para o receptor de IGF-1, o IGF-1R, em linfócitos utilizando a técnica de RT-PCR. 

Para isso, os linfócitos foram cultivados em placa de 96 poços com IGF-1 e/ou 

CXCL12 na presença ou ausência de fibronectina, durante 1 hora.   

Como resultado, observou-se que os linfócitos expressam o gene IGF-1R. Nos 

grupos CTR, IGF-1, FN, IGF-1+CXCL12, IGF-1+FN e IGF-1+CXCL12+FN verificou-

se a expressão do gene IGF-1R nos linfócitos. Entretanto, foi constatado que no 

grupo da quimiocina CXCL12 isolada e no grupo da quimiocinas associada com a 

fibronectina (CXCL12+FN) não ocorreu a expressão do gene IGF-1R pelos linfócitos 

(Figura 18).  

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Expressão gênica do IGF-1R em linfócitos. 

Expressão de mRNA do IGF-1R foi mensurada por RT-PCR. A imagem representa a expressão 

relativa do IGF-1R em dois experimentos independentes. (Fonte: elaborada pela autora, 2017). 
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 6 DISCUSSÃO 

A manutenção das populações celulares em órgãos linfoides contribui para um 

sistema imunológico eficiente, capaz de recrutar células no combate aos antígenos. 

Em nosso estudo, inicialmente foi evidenciado por citometria de fluxo que nos 

linfonodos subcutâneos a população de linfócitos T é maior que a população de 

linfócitos B. Este dado corrobora com um estudo anterior que demonstrou um maior 

número de linfócitos T presente nos linfonodos (SMANIOTTO et al., 2010).  

A expressão de receptores na superfície das células é fundamental para 

desencadear as ações do seu ligante específico. Assim, a ação de IGF-1 é mediada 

pela expressão do IGF-1R. Por citometria de fluxo foi avaliada a expressão deste 

receptor de superfície celular e constatou-se que linfócitos expressavam o IGF-1R na 

superfície celular. Ainda, foi constatado que um maior percentual de linfócitos B 

expressavam o IGF-1R na sua superfície, quando comparado aos linfócitos T. Assim, 

podemos sugerir que, mesmo os linfócitos B estando em menor porcentagem na 

população celular, eles podem ser cruciais para responder a estímulos 

desencadeados pela presença do IGF-1. Já foi visto que, o IGF-1R tem uma 

expressão elevada em células tumorais, incluindo melanomas, câncer de cólon e 

pâncreas, podendo atuar na proliferação e apoptose (HELLAWELL et al., 2002).  

Vários processos celulares são modulados por diferentes moléculas e por 

interações das células com o microambiente onde elas encontram-se inseridas. As 

integrinas presentes na superfície celular medeiam as interações entre o ambiente 

extracelular e o citoesqueleto de actina, sendo importantes na regulação da migração 

celular e nas adesões celulares a MEC (HUMPHRIES et al., 2006). Neste estudo, 

ocorreu uma variação no percentual de linfócitos que expressavam as integrinas VLA-

4 e VLA-5, desde o momento em que os linfócitos foram obtidos dos animais e no 

decorrer do tempo em que as células permaneceram em cultura, principalmente a 

integrina VLA-5. Observou-se que, no momento em que os linfócitos são retirados dos 

animais, um baixo percentual de células expressou este receptor, porém quando as 

células permaneceram em cultura houve um aumento no percentual de linfócitos que 

expressou o VLA-5, fato este independente do tratamento utilizado. 

Interessantemente VIELKIND e colaboradores (2005), demonstraram que integrinas 

têm baixa atividade nas células em repouso, mas podem ser estimuladas para mediar 

a adesão e migração em resposta a quimiocinas e citocinas. 
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Quando os linfócitos foram submetidos aos diferentes tratamentos com IGF-1 

e/ou CXCL12 observou-se alterações na expressão da integrina VLA-5 nas 

populações de linfócitos no decorrer do tempo. Observou-se que o tratamento com 

CXCL12, diminuiu a expressão de VLA-5 em linfócitos B, porém o tratamento com 

IGF-1+CXCL12 foi capaz de aumentar o percentual de linfócitos B que expressavam 

o VLA-5. A expressão de uma integrina pode variar dependendo do estímulo que uma 

determinada célula recebe do microambiente no qual ela está presente. Ainda, foi 

mostrado que um alto percentual de linfócitos expressaram a integrina VLA-4 em sua 

superfície celular. Porém, o IGF-1 e/ou CXCL12 não foram capazes de alterar a 

expressão desta integrina na superfície das diferentes populações de linfócitos. Em 

conjunto, os resultados mostram que os receptores de MEC, as integrinas VLA-4 e 

VLA-5, estão presentes na membrana dos linfócitos, e que a porcentagem de linfócitos 

que expressam estes receptores pode ser alterada quando cultivados in vitro e na 

presença de diferentes fatores que causam oscilações no meio em que a célula se 

encontra. 

Neste trabalho foi demonstrado que o receptor CXCR4 está presente na 

superfície celular nas populações de linfócitos, porém não foram observadas 

alterações na expressão deste receptor na presença de IGF-1 e/ou CXCL12. SUZUKI 

e colaboradores (2001), demonstraram que o receptor CXCR4, é expresso pelas 

subpopulações de células T CD4+ e CD8+, e que a sinalização através do CXCR4 

resulta na adesão das células T em células endoteliais e induz a quimiotaxia das 

subpopulações de linfócitos T. Em relação aos linfócitos B, foi observado que apenas 

um baixo percentual de células expressavam este receptor em sua superfície celular. 

Notou-se também, que quando estas células são mantidas em cultura em associação 

com o IGF-1 e/ou CXCL12 ocorre uma oscilação na expressão do CXCR4. Estes 

dados corroboram com a literatura, pois já foi observado que a quimiocina CXCL12 in 

vitro induz a expressão do receptor CXCR4 em linfócitos B, induzindo a migração 

destas células in vitro (STEWART-HUTCHINSON et. al., 2017).    

Os dados obtidos neste estudo sobre a adesão de linfócitos e células 

endoteliais mostraram que o IGF-1 causou uma diminuição na adesão entre linfócitos 

e células endoteliais após 1 hora em co-cultura. Observamos também, que após a 

adesão não houveram alterações significativas na expressão da integrina VLA-4 nas 

subpopulações de linfócitos na presença de IGF-1. Entretanto, verificou-se que um 
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alto percentual de linfócitos expressavam está integrina, demonstrando que o IGF-1 

pode modular positivamente a expressão de VLA-4 em linfócitos. 

O processo de adesão é um evento complexo e crucial para a vigilância 

imunológica, sendo este mediado por ligantes e receptores de MEC, além de 

hormônios e citocinas. É sabido que estas moléculas podem modular positivamente 

ou negativamente o processo de adesão, dependendo do seu estado de ativação e 

interação com as células. No entanto, para que o processo de adesão ocorra é 

necessário que as células endoteliais expressem em sua superfície o receptor VCAM-

1, principal ligante para o VLA-4. Diante disso, faz-se necessário estudos futuros sobre 

a expressão do VCAM-1 nas células endoteliais em nosso modelo experimental para 

o melhor entendimento dos resultados obtidos em nosso estudo. 

Sabe-se que o endotélio tem um papel-chave na resposta inflamatória, pois 

atua modulando as interações de células inflamatórias com as células endoteliais 

presentes na parede dos vasos sanguíneos. As células endoteliais regulam a 

migração de leucócitos e o fluxo sanguíneo através da síntese e mediadores, como o 

óxido nítrico (NO) (SUMPIO et al.; 2002; DEANFIELDET et al., 2007; AIRD, 2012). 

ABBAS e colaboradores (2011), observaram que a redução da expressão do IGF-1R 

aumenta a sensibilidade à insulina e a biodisponibilidade de óxido nítrico no endotélio. 

Já foi visto, que a alta expressão de IGF-1R no endotélio melhora a regeneração 

endotelial da artéria femural de camundongos, além de aumentar a migração de 

células endoteliais pulmonares in vitro (IMRIE et al., 2012). E conhecido que a 

estimulação da adesão celular por prolactina ocorre devido a ativação das integrinas 

LFA-1 e VLA-4, importantes moléculas que medeiam a interação de leucócitos com o 

endotélio vascular (MONTES DE OCA P. et al., 2005). Este estudo corrobora com o 

nosso trabalho, pois demonstra que assim como o IGF-1, outro hormônio pode agir 

sobre células do sistema imunológico e modulando positivamente alguns eventos 

celulares, como a adesão e expressão de receptores. 

O ensaio de migração em sistema de transwell demonstrou o efeito quimiotático 

do IGF-1 e da quimiocina CXCL12, na presença ou ausência de FN, sobre a migração 

das subpopulações de linfócitos. Neste estudo foi demonstrado que o IGF- 1 e a 

quimiocina CXCL12 podem atuar na quimiotaxia de linfócitos. Adicionalmente, 

verificamos que ocorre um sinergismo entre o IGF-1 e /ou CXCL12 em combinação 

com a FN, na estimulação da migração de linfócitos in vitro.  
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Em estudos in vitro, evidenciou-se que o tratamento com IGF-1 aumenta a 

proliferação de linhagens celulares de glioblastoma multiforme. Além disso, o IGF-1 

na concentração de 100 ng/mL, aumentou a migração destas células em um ensaio 

de migração em câmara de Boyden (SCHLENSKA-LANGE, et al., 2008). Este estudo 

mostra que a concentração de IGF-1 utilizada em nosso trabalho para estimular a 

migração de linfócitos em câmaras de transwell, também foi capaz de modular a 

migração de células tumorais em outro modelo experimental.  

Outro estudo de migração in vitro demonstrou que o IGF-1 foi um potente 

quimioatraente para células-tronco mesenquemais derivadas de medula óssea, 

quando comparado a outros fatores de crescimento e quimiocinas (LOPEZ PONTES 

et al., 2007). Ainda, segundo THUM e colaboradores (2007), em ensaios de migração 

em câmara de Boyden, o IGF-1 foi capaz de aumentar a capacidade migratória de 

células endoteliais progenitoras humanas e murinas quando comparado ao controle. 

Sabe-se que durante a migração é necessário a reorganização do citoesqueleto, e 

este fenômeno pode acontecer pela ativação de vias de sinalização intracelulares, na 

presença de IGF-1. SPAZIANI e colaboradores (2014), demonstraram que doses 

elevadas de IGF-1 podem estimular in vivo a reorganização do citoesqueleto mediado 

pelo aumento de proteínas STAT-1, como também aumentar a produção de citocinas, 

indicando uma resposta imune e inflamatória, o que pode promover a migração 

transendotelial de linfócitos. 

A migração celular promovida por quimiocinas é fundamental para 

hematopoiese, vigilância imunológica e angiogênese. Uma propriedade funcional das 

quimiocinas é a sua capacidade de controlar rapidamente a adesão firme de 

leucócitos, que regula a migração destas células até os locais de inflamação 

(RANSOHOFF, 2009). 

Dados obtidos neste estudo demonstraram que o IGF-1 e a quimiocina 

CXCL12/SDF-1α são quimioatraente para as diferentes subpopulações de linfócitos T 

CD4+ e T CD8+. Interessante, foi observado que os linfócitos B também são 

responsivos a quimiotaxia exercida por estes fatores quimiotáticos. Adicionalmente, 

verificamos que a ação quimiotática do IGF e da quimiocina CXCL12 foi potencializada 

na presença de fibronectina. Nos grupos onde o contato da CXCL12 com a 

fibronectina melhorou a resposta migratória de linfócitos, podemos inferir que ocorre 

uma eficiência na expressão e ativação de receptores que modulam o evento de 
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migração, em microambientes enriquecidos com moléculas de matriz extracelular. 

Estes resultados indicam que dentro dos órgãos linfoides, os linfócitos T e B devem 

migrar de maneira orquestrada e direcional considerando a concentração de 

quimiocinas e a presença de uma rede de matriz extracelular.  

Nossos dados corroboram com estudos anteriores, que mostraram que em 

camundongos transgênicos para o hormônio do crescimento (GH), ocorre um 

aumento na migração de linfócitos nos órgãos linfoides secundários, na presença de 

laminina ou fibronectina, em combinação com a quimiocina CXCL12/SDF-1α 

(SMANIOTTO et al., 2010). Adicionalmente, verificou-se um aumento na migração de 

linfócitos T de linfonodos mesentéricos em camundongos transgênicos para o GH, 

desencadeada pela quimiocina CXCL12 em combinação com a fibronectina, quando 

comparado com camundongos controle (SAVINO et al., 2012).  

SEBASTIANI e colaboradores (2001), demonstraram o comportamento 

migratório dos subtipos de linfócitos T CD4+ de sangue de pacientes com dermatite 

de contato alérgica ao níquel, em câmaras de transwell, em resposta a diferentes 

quimiocinas por 1 hora. Foi visto, que os linfócitos possuem uma capacidade de migrar 

em resposta a uma ampla variedade de estímulos quimiotáticos, incluindo a 

quimiocina SDF-1α. Além disso, foi demonstrado que o CXCR4 estava presente na 

superfície destas células e que sua expressão não foi modificada após sua ativação. 

Estes dados corroboram com nosso estudo, pois neste trabalho demonstramos que o 

IGF-1 não modificou a expressão do CXCR4. Entretanto, a migração de linfócitos foi 

aumentada na presença da CXCL12. 

STEWART-HUTCHINSON e colaboradores (2017), observaram que em um 

modelo de transmigração in vitro, na presença da quimiocina CXCL12 houve uma 

aumento na transmigração de linfócitos B através da monocamada de células 

endoteliais da pele. Ainda, verificaram que ocorreu um aumento na expressam de 

VCAM-1 e VLA-4, nas células endoteliais e linfócitos B, respectivamente.   

Sabendo da importância do receptor CD62L para o processo de migração 

linfocitária em linfonodos, inicialmente, observou-se que nos linfócitos frescos um 

grande percentual de células expressavam em sua superfície o receptor CD62L. 

Constatou-se, que o receptor CD62L está presente em todas as subpopulações de 

linfócitos (93,5%) linfócitos T CD4+, (97,8%) linfócitos T CD8+ e (97,4%) linfócitos B. 

Porém, quando estas células permaneceram em cultura na presença de IGF-1 e/ou 
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CXCL12 por 1 hora apenas na população de linfócitos B ocorreu uma diminuição 

significativa no percentual de células que expressavam este receptor em sua 

superfície celular. Ainda, foi avaliada a expressão deste receptor após o ensaio de 

migração em transwell. Como resultado, observou-se que nas subpopulações de 

linfócitos ocorreu uma alta expressão deste receptor após 3 horas de migração. 

Interessante, nos grupos em que o IGF-1 e/ou CXCL12 estão em combinação com a 

fibronectina a expressão do CD62L é ainda maior, comparando-se com o percentual 

obtido no momento em que estas células são retiradas dos camundongos. Podemos 

inferir, que ocorreu uma regulação positiva na expressão do CD62L na superfície de 

linfócitos durante o ensaio de migração. Esta alta expressão do CD62L pode ter sido 

um fator crucial para o direcionamento da migração em direção às substâncias 

quimioatraentes utilizadas neste estudo, sendo assim, o CD62L pode ter modulado 

positivamente a taxa de migração de linfócitos in vitro em resposta a concentração de 

IGF-1 e/ou CXCL12 em combinação com a fibronectina.   

É conhecido que camundongos deficientes para CD62L apresentam uma 

redução no número de linfócitos em seus linfonodos (ARBONES et al., 1994). Além 

disso, pacientes idosos infectados pelo HIV apresentam uma queda no número de 

linfócitos T CD4+CD8- recém saídos do timo (DOUEK et al., 1998) e também um 

decréscimo na expressão de CD62L em linfócitos T virgens (DE MARTINI et al., 2000). 

SMANIOTTO e colaboradores (2004), verificaram que o percentual de linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ que expressavam CD62L em linfonodos subcutâneos e mesentéricos 

foi maior em camundongos tratados com GH quando comparado ao grupo controle. 

Sugerindo que o tratamento com GH favorece a entrada de células T CD4+ em órgãos 

linfoides periféricos, através da regulação positiva da expressão de CD62L na 

superfície celular destas células imunológicas. O GH e o IGF-1 possuem efeitos 

biológicos semelhantes, que podem influenciar no desenvolvimento de diversos tipos 

celulares. Portanto, esses dados mostram que tanto o GH como o IGF-1 são capazes 

de modular a expressão do CD62L antes e após o processo de migração in vitro, e 

que a expressão deste receptor é fundamental para o direcionamento do fluxo 

migratório em linfócitos.  

Buscando entender melhor os resultados obtidos em nosso ensaio de 

migração, analisamos a transcrição gênica o receptor de IGF-1, o IGF-1R, em 

linfócitos. Pois, este receptor é crucial para que as células possam responder ao 
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estímulo migratório pelo IGF-1. Como resultado, observou-se que ocorreu uma 

oscilação na expressão gênica do IGF-1R nos linfócitos nos diferentes grupos. Nos 

dados obtidos, foi constatado que a quimiocina CXCL12, regulou negativamente a 

transcrição gênica do IGF-1R nos linfócitos. Fato este, observado nos grupos 

CXCL12 e CXCL12+FN. Entretanto, nos grupos em que foi feito o estímulo com a 

CXCL12, mas o IGF-1 estava presente, observou-se uma regulação positiva na 

transcrição gênica do IGF-1R. Ainda, notou-se que a presença do IGF-1 fez com que 

os linfócitos expressassem o IGF-1R, mesmo na presença da quimiocina. Este 

resultado é bastante interessante, pois demonstra que a transcrição gênica pode ser 

modulada por diferentes moléculas. Porém, não encontramos estudos que 

demonstrassem a relação da quimiocina CXCL12 na expressão gênica do IGF-1R. 

Sendo este resultado, um novo dado na literatura, que precisa ser melhor estudado 

para que se possa entender quais são os mecanismos que controlam estes eventos 

de transcrição gênica do IGF-1R em linfócitos.  

BENEIT e colaboradores (2016), observaram que in vitro a inibição de IGF-IR 

reduz fortemente a migração de células musculares lisas vasculares humanas 

(CMLVH), entretanto na presença do IGF-1 ocorreu um aumento elevado na 

expressão gênica de IGF-IR, estimulando um aumento migratório das CMLVH de 

pacientes com aterosclerose.  

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o IGF-1 e a CXCL12 podem 

ser importantes moduladores no homing de linfócitos, pois exercem uma ação direta 

sobre a migração celular. No entanto, seus efeitos podem ser potencializados na 

presença de moléculas de matriz extracelular, como a fibronectina. Além disso, o IGF1 

e/ou CXCL12 são capazes de atuar sobre a expressão de receptores de superfície 

celular que são importantes para vários eventos celulares, como a adesão e migração.  
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Figura 19. Representação esquemática dos resultados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema representando os resultados obtidos durante o estudo. (Fonte: elaborada pela autora, 

2017). 
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 7 CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluímos que a quimiotaxia 

exercida pelo IGF-1 e pela quimiocina CXCL12 sobre linfócitos é potencializada na 

presença de fibronectina. Este aumento na migração de linfócitos na presença de IGF-

1 e/ou CXCL12 em combinação com a fibronectina pode ser positivamente 

correlacionado com a expressão aumentada do receptor CD62L na superfície dos 

linfócitos, bem como os receptores de fibronectina, em particular o VLA-5, podendo 

ser importantes moduladores no direcionamento da resposta migratória em linfócitos.  

Além de sugerir, que quimiocina CXCL12 pode estar atuando na diminuição da 

transcrição gênica do IGF-1R, o que pode ocasionar uma diminuição na migratória 

dos linfócitos em resposta ao IGF-1.   
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