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RESUMO 
 

No presente estudo buscou-se investigar in vivo e in vitro os efeitos do hormônio do 
crescimento (GH) nos processos celulares e moleculares envolvidos na fase 
inflamatória do reparo tecidual cutâneo em camundongos. Para este propósito, 
foram utilizados camundongos, com 6 meses de idade, machos da linhagem Swiss 
(CEUA/UFAL Nº 51/2014). A indução da ferida foi realizada, após a administração de 
anestésico, com auxilio de um punch dermatológico de 1cm de diâmetro. Após estes 
procedimentos, os animais foram tratados topicamente com GH (10⁻⁷ M) por 3 dias 
consecutivos, uma vez ao dia. O grupo controle recebeu apenas veículo. Os 
fragmentos de pele foram submetidos a coloração por hematoxilina e eosina (HE) 
para a contagem de células inflamatorias. Amostras da pele injuriada foram usadas 
para quantificação das citocinas envolvidas em respostas celulares inflamatórias 
pelo ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA). Por imunohistoquímica foi 
avaliada a presença de macrófagos e células endoteliais, e a deposição de 
moléculas de matriz extracelular: colágeno III, fibronectina e laminina. Fragmentos 
do fígado e da pele que sofreu injuria foram utilizados para avaliar a expressão do 
RNAm para o fator-1 de crescimento semelhante a insulna (IGF-1). In vitro, foram 
utilizados macrófagos da linhagem J774 e células endoteliais tímicas (tEnd.1) para 
avaliar a formação de estruturas semelhantes a capilares, em matrigel. Fibroblastos 
da linhagem 3T3 foram utilizados para o ensaio de migração celular.  Inicialmente, 
demonstrou-se que o tratamento tópico com GH por 3 dias acelerou o recrutamento 
de macrófagos e linfócitos sem alterar os níveis de interleucina-6 (IL-6) quando 
comparado ao controle. No entanto, o uso tópico do GH revelou aumento dos níveis 
de IL-10 e diminuição nos níveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). In vitro, 
o tratamento com GH não alterou os níveis de IL-6 e IL-10 produzidos pelos 
macrófagos, na concentração de 10⁻⁷ M, no entanto, o meio condicionado de 
macrófagos tratado com GH estimulou as células endoteliais na formação de 
estruturas semelhantes a capilares, em matrigel. Além disso, o GH aumentou a 
migração de fibroblastos. Verificou-se ainda que o tratamento tópico com GH 
estimulou a angiogênese a deposição de colágeno tipo III, a deposição de 
fibronectina e de laminina. Por fim, a análise da expressão gênica revelou que o 
tratamento tópico com GH não altera os níveis de RNAm para o IGF-1 no fígado e 
na pele. Em conjunto, os dados obtidos sugerem que o GH modula a cicatrização 
de feridas cutâneas antecipando o recrutamento de macrófagos, aumentando a 
deposição de proteínas de matriz extracelular (MEC) e estimulando a angiogênese, 
independente de IGF-1. 
 
PALAVRAS-CHAVE: Cicatrização; hormônio do crescimento; angiogênese; 
macrófago. 
 



	

 
ABSTRACT 

 

In the present study, we investigated in vivo and in vitro the effects of growth 
hormone (GH) on cellular and molecular processes involved in the inflammatory 
phase of cutaneous tissue repair in mice. For this purpose, we used 6-month-old 
male mice of Swiss strain (CEUA / UFAL No. 51/2014). The induction of the wound 
was performed, after anesthetic administration, with the aid of a 1cm diameter metal 
ring. Then, the animals were treated with GH (10⁻⁷M) for 3 consecutive days, once 
a day. The control group received only vehicle. The skin fragments were stained with 
HE for the count of inflammatory cells. Injured skin samples were performed for 
quantification of cytokines (IL-6, IL-10, TNF-a) involved in inflammatory cellular 
responses by ELISA. Immunohistochemistry assay was used to evaluate the 
presence of macrophages and endothelial cells, and the deposition of extracellular 
matrix molecules: collagen III, fibronectin and laminin. Liver and injured skin 
fragments were used to evaluate the IGF-1 mRNA expression. In vitro, J774 lineage 
macrophages and thymic endothelial cells (tEnd.1) were used to evaluate the 
formation of capillary-like structures in matrigel. Fibroblasts from the 3T3 strain were 
used for cell migration assay. Initially, the topical treatment with GH for 3 days has 
accelerated the recruitment of macrophages and lymphocytes without altering IL-6 
levels when compared to control. However, topical use of GH revealed increased 
levels of IL-10 and decreased levels of TNF-a. In vitro, GH treatment did not alter 
the IL-6 and IL-10 levels produced by macrophages treated with GH (10⁻⁷M). 
However, GH-treated macrophages conditioned medium stimulated endothelial cells 
in the formation of capillary-like structures in matrigel. In addition, GH increased the 
fibroblasts migration. It was further found that topical treatment with GH stimulated 
angiogenesis, type III collagen deposition of fibronectin and laminin. Finally, gene 
expression analysis revealed that topical treatment with GH does not alter mRNA 
levels for IGF-1 in both liver and skin. Taken together, our data suggest that GH 
accelerates the healing of cutaneous wounds, anticipating macrophage recruitment, 
increasing the deposition of ECM proteins and stimulating angiogenesis, 
independent of IGF-1. 
 

Keywords: Wound healing; Growth hormone; angiogenesis; macrophage. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A cicatrização de feridas na pele é um processo fisiológico altamente 

orquestrado que envolve interações entre plaquetas e uma grande variedade de 

tipos de células, como neutrófilos, macrófagos, fibroblastos, células endoteliais e 

queratinócitos, bem como componentes de matriz extracelular (MEC). Este 

processo, inclui os estágios de inflamação, formação de tecido de granulação e 

remodelamento (BROUGHTON et al., 2006; ROUSSELLE et al., 2018). O objetivo 

imediato no reparo de feridas é conseguir a integridade do tecido e a 

restabelecimento da homeostase. A sobrevivência e funcionalidade de cada tipo 

celular durante as fases da cicatrização que contribuem para a proliferação, 

migração, produção de MEC e contração da ferida são altamente coordenados e 

sensíveis a uma grande diversidade de fatores (EMING et al., 2007a; ROUSSELLE 

et al., 2018). Falhas ou prolongamento da fase inflamatória, pode resultar em 

retardo da cicatrização ou o não fechamento da ferida. As falhas na cicatrização das 

feridas são, ainda hoje, um problema clínico significativo, com grande impacto sobre 

os custos da assistência à saúde (DE MENDONÇA e COUTINHO-NETTO, 2009; 

SEN et al., 2009; KAPP e SANTAMARIA, 2017).  

A fase inflamatória é uma fase essencial do reparo tecidual, caracterizada 

pelo aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia de leucócitos, liberação local 

de citocinas e fatores de crescimento, bem como a ativação de células migratórias 

(WITTE e BARBUL, 1997). Além disso, a formação de um novo tecido de 

sustentação, composto de colágeno, fibronectina, laminina, vitronectina e elastina 

são imprescindíveis para manter um microambiente adequado para resolução da 

resposta inflamatória (DEMIDOVA-RICE et al., 2012; SINGER AJ; e CLARK, 1999). 

Nos últimos anos vêm sendo demonstradas evidências de que substâncias 

endócrinas podem agir neste processo, modulando a formação de vasos 

sanguíneos, a deposição de proteinas de MEC, a diferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos (THOREY et al., 2004; DIOUFA et al., 2010) e estimulando a 

polarização de macrófagos para o perfil antiinflamatório no inicio da lesão (LEE et 

al., 2017). 

Nesse contexto, nos últimos 50 anos pesquisas revelaram papéis potenciais 



	 19	

do hormônio do crescimento (GH) na pele e uma série de pesquisas tem focado no 

uso farmacológico do GH na cicatrização de feridas cutâneas (CAICEDO e 

ROSENFELD, 2017; DIOUFA et al., 2010; MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b). 

Além dos seus efeitos na promoção do crescimento (MULLER et al., 1999), na 

manutenção do sistema imune e circulatório (LINS et al., 2016; MESSIAS DE LIMA, 

CF et al., 2017a; TOUW et al., 2000), na plasticidade neuronal (COCULESCU, 

1999) e envelhecimento (NASS, 2013) o mecanismo pelo qual o processo de 

cicatrização de feridas é alterado quando se administra o hormônio do crescimento 

ainda não é bem entendido. 

Dados do nosso grupo demonstraram que o tratamento tópico com GH 

aumentou a produção de colágeno tipo I, estimulou a angiogênese e acelerou a 

reepitelização. Além disso, foi observada uma rápida resolução da fase inflamatória, 

sendo a taxa de contração da ferida cerca de 40% nos animais tratados com GH, 

contribuindo assim para a aceleração do reparo tecidual (MESSIAS DE LIMA, CF 

et al., 2017b). 

 Nesse sentido, a proposta do presente estudo foi de avaliar os efeitos do GH 

sobre parâmetros celulares e moleculares na fase inflamatória da cicatrização de 

feridas cutâneas em camundongos. O conhecimento dos efeitos pleiotrópicos do 

GH em diferentes células recrutadas durante a fase inflamatória, permitirá uma 

melhor compreensão da ação deste hormônio quando utilizado como estratégia 

terapêutica na cicatrização de feridas.   
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2 OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GERAL    

 

Avaliar in vivo e in vitro os efeitos do hormônio do crescimento nos processos 

celulares e moleculares envolvidos na fase inflamatória do reparo tecidual cutâneo 

em camundongos.  

 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
In vivo: 
►Caracterizar o perfil de células inflamatórias no leito da injúria após o tratamento 

tópico com GH;  

►Mensurar a produção de citocinas envolvidas na fase inflamatória do reparo 

tecidual (IL-6, IL-10, TNF-alfa). 

►Analisar a angiogênese após o tratamento tópico com GH; 

►Quantificar a população de fibroblastos presentes na fase inflamatória do reparo 

tecidual; 

►Avaliar a expressão de proteínas de MEC envolvidas em migração celular e na 

formação de tecido provisório de reparo tecidual após o tratamento tópico com GH; 

►Analisar a expressão gênica para o IGF-1 no fígado e na ferida cutânea após o 

tratamento tópico com GH. 

 

In vitro:  
►Analisar o efeito do GH na secreção de citocinas (IL-6, IL-10) pelos macrófagos; 

►Avaliar a formação de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais 

na presença de meio condicionado de macrófago tratado com GH; 

►Verificar o efeito do GH na migração de fibroblastos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1 A pele 
 

A pele constitui uma barreira eficaz entre o organismo e o ambiente externo 

proporcionando mecanismos que são cruciais para a homeostasia.  Compreende o 

maior órgão do corpo humano, composta pela epiderme e pela derme, e 

dependendo de sua localização anatômica e influências ambientais, mostra notável 

diversidade estrutural e funcional (BICKERS e ATHAR, 2006; PROKSCH et al., 

2008; SLOMINSKI, Andrzej et al., 2000).   

 

3.1.1 Aspectos Gerais 
  

 O desenvolvimento da pele surge a partir da justaposição de dois folhetos 

germinativos embrionários, o ectoderma e o mesoderma. A maioria das estruturas 

epidérmicas, como os folículos pilosos, as glândulas sebáceas, as glândulas 

sudoríparas apócrinas e écrinas, originam-se a partir da diferenciação do 

ectoderma, enquanto que o mesoderma é responsável pela formação das células 

de Langerhans, uma pequena população de linfócitos T e todos os constituintes 

dérmicos, com exceção dos nervos e receptores sensoriais que desenvolvem-se do 

neuroectoderma (BRIGGAMAN, 1982; DARLENSKI et al., 2011; SLOMINSKI, 

Andrzej et al., 2000). 

 Histologicamente, a pele humana é dividida em duas regiões: a epiderme, 

constituída basicamente por células epiteliais, e a derme, que é composta 

essencialmente por tecido conjuntivo (Figura 1). Conforme representado na Figura 

2 A, a epiderme é composta por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado 

em que as células epiteliais assumem diferentes aspectos morfológicos em toda a 

sua extensão. As principais células, tornando-se 95% do total, são os queratinócitos, 

que movem-se progressivamente, a partir da sua aderência a lâmina basal, para a 

superfície da pele, formando várias camadas bem definidas durante o seu trajeto.	

Os queratinócitos formam a barreira da pele passando por um processo de 



	 22	

diferenciação altamente complexo, regulado por um conjunto de citocinas, que 

envolve a mudança de sua morfologia e integridade estrutural, um processo 

conhecido como cornificação (HÄNEL et al., 2013).  

 

 

Figura 1 - Aspectos histológicos da pele humana   

 
Fotomicrografia evidencia as duas camadas estruturais da pele, a epiderme e a derme. A epiderme 

(E) é constituída por um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso queratinizado. A derme 

(D) é mostrada inferior a epiderme e subdividida em papilar, mais superior, e a reticular, mais inferior 

e onde as fibras colágenas são densas e não modeladas. Glândulas sebáceas (GSE) e sudoríparas 

(GSU) são vistas sobre a derme. Aumento: 100x. Fotomicrografia produzida no Laboratório de 

Biologia Celular da UFAL coradas com Hematoxilina & Eosina (do autor). 
 

A epiderme pode ser dividida em cinco camadas distintas: a camada basal, 

que é constituída por células cilíndricas ou cuboides, repousando sobre a 

membrana basal que separa a epiderme da derme; a camada espinhosa, 

constituída por células achatadas, de núcleo central e citoplasma com curtas 

expansões de filamentos de queratina; a camada granulosa, a mais delgada, onde 

as células são achatadas, apresentam o núcleo central e citoplasma carregado de 

grânulos basófilos; a camada lúcida, que consiste em uma camada delgada de 

células achatadas e translúcidas, cujos núcleos e organelas foram digeridos por 

enzimas lisossomais; e, finalmente, a camada córnea, que apresenta espessura 

DP

DR



	 23	

variável e é constituída por células achatadas e mortas (HÄNEL et al., 2013;  

MADISON, 2003). Além dos queratinócitos, a epiderme contém três outros tipos 

celulares: os melanócitos, que produzem melanina, de onde partem 

prolongamentos que se estendem até a camada basal; as células de Langerhans, 

que se distribuem em toda a epiderme, mas encontra-se em maior densidade na 

camada espinhosa, participando do processo de apresentação de antígenos e as 

células de Merkel, em que são atribuídas as funções mecanorreceptoras da pele 

(DARLENSKI et al., 2011; PROKSCH et al., 2008). 
A epiderme e a derme apresentam uma íntima e firme interface na junção 

dermo-epidérmica, onde a membrana basal e os hemidesmossomas estão 

presentes. A membrana basal da epiderme separa as estruturas epiteliais da derme. 

Abaixo desta membrana encontra-se um tecido que apresenta abundante matriz 

extracelular, vasos sanguíneos, diversos tipos celulares, nervos e receptores 

sensitivos. Observa-se, ainda, uma região delgada, que compreende a derme 

papilar, e outra região mais espessa, a derme reticular (FORE-PFLIGER, 2004; 

HÄNEL et al., 2013)  

 A derme papilar e reticular constituem-se de tecido conjuntivo e apresentam 

características morfológicas próprias (figura 2B).	 Sua força física depende, em 

grande parte do tecido conjuntivo vívido e dinâmico, composto principalmente de 

fibras de colágeno e elastina entrelaçadas (BOS e LUITEN, 2009). A derme papilar 

é constituída por tecido conjuntivo frouxo, caracterizada por feixes de fibras 

colágenas tipo I e III extremamente finas intercaladas com fibras elásticas, uma rica 

rede vascular composta predominantemente de capilares e por células tais como: 

fibroblastos, macrófagos, plasmócitos e mastócitos. Enquanto que a derme reticular 

é constituída por tecido conjuntivo denso, apresentando espessos feixes de fibras 

colágenas entremeadas em redes espessas de fibras elásticas. A derme reticular 

também contém os vasos sanguíneos, anexos cutâneos e nervos, que servem como 

pontos finais de uma rede densa proveniente do sistema nervoso central. As células 

são menos abundantes nesta camada, elas incluem fibroblastos, linfócitos, 

macrófagos, plasmócitos, mastócitos, e, frequentemente, adipócitos na parte mais 

profunda da derme reticular (FORE-PFLIGER, 2004; PROST-SQUARCIONI, 2006). 
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Figura 2 - Aspectos histológicos da epiderme e derme da pele humana 

 

 
 

 
Em A, mostra a epiderme constituída por várias camadas de queratinócitos. Em B, mostra a derme 

papilar (DP) formada por tecido conjuntivo frouxo e derme reticular (DR) constituída por tecido 

conjuntivo denso. Dados: (CC) Camada Córnea; (CL) Camada Lúcida; (CG) Camada Granulosa; 

(CE) Camada Espinhosa; (CB) Camada Basal; (DP) Derme Papilar; (DR) Derme Reticular. Aumento 

de 200x. Fotomicrografias produzidas no Laboratório de Biologia Celular da UFAL coradas com 

Hematoxilina & Eosina (do autor). 
 

Ainda sobre as características morfofisiológicas da pele, sabe-se, há vários 

anos que este órgão apresenta-se como um sistema de defesa geral, que envolve 

ações coordenadas de células da derme e epiderme (STREILEIN, 1978) com uma 

DP

DR

DP

DR

A 

B 
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intrincada rede de citocinas (SALMON et., al 1994). Na camada mais superficial da 

pele, a epiderme, células de Langerhans atuam como as principais células 

apresentadoras de antígenos, e podem desempenhar um papel crítico no sistema 

imune cutâneo, desenvolvendo um ambiente tolerogênico e imunogênico (LUTZ et 

al., 2010; PILKINGTON et al., 2017). Além disso, os queratinócitos servem como 

células acessórias na imunidade cutânea, funcionando como um sistema de alerta 

precoce, liberando interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF) e uma série 

de outras citocinas e fatores de crescimento após lesão ou dano celular, 

evidenciando um sistema de comunicação altamente coordenado entre células 

epiteliais e células imunes, para manter a homeostase do tecido e restaurar a função 

normal após uma injúria (NESTLE et al., 2009). 

Os constituintes do sistema imune presentes na pele são compostos por 

células residentes, células de recirculação e células recrutadas. A população de 

células residentes é expressa sob circunstâncias fisiológicas e é representada por 

mastócitos, macrófagos, linfócitos T e células dentríticas. A população recrutada 

compreende monócitos, basófilos, neutrófilos, eosinófilo, bem como, mastócitos e 

linfócitos T e B. Enquanto que a população de células recirculantes é representado 

por células dentríticas, células Natural Killer e linfócitos T (BOS e LUITEN, 2009). 

Independente da sua classificação, estas células chegam na pele por meio de um 

circuito de vasos sanguíneos que adentram neste órgão e, então, estabelecem um 

circuito de comunicação fisiológica que garante a homeostase. Nesse sentido, a 

rede vascular fornece um rico suprimento sanguíneo para a derme e a epiderme. 

Uma rede linfática acompanha o leito sanguíneo, embora seja separada 

funcionalmente (SLOMINSKI, Andrzej et al., 2000). A figura 3 mostra de forma 

esquemática a pele e seus elementos efetores na imunidade, que compreende as 

camadas de células epiteliais, células de Langherans, linfócitos, macrófagos e 

células dentríticas.  
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Figura 3. Esquema representativo da pele e seus elementos efetores. 

 
A estrutura da pele reflete um extenso número de funções e uma complexa rede de informações 
celulares, apresentando um ativo papel na imunidade. A epiderme contém o estrato basal, o estrato 
espinhoso, o estrato granuloso e a camada mais externa, o estrato córneo, que é responsável pela 
função de barreira da pele. As células especializadas na epiderme incluem melanócitos, que 
produzem pigmento (melanina) e Langerhans. As células T, principalmente células T citotóxicas 
CD8+, podem ser encontradas no estrato basal e no estrato espinhoso. A derme é composta por 
colágeno, fibras elásticas e reticulares. Ela contém muitas células especializadas, como 
subpopulações de células dendríticas (DCs), incluindo DCs dérmicas e plasmocitóides e 
subpopulações de células T e natural killer. Além disso, estão presentes macrófagos, mastócitos e 
fibroblastos. Os vasos sanguíneos e linfáticos e os nervos também estão presentes em toda a derme. 
Adaptado de NESTLE et al. (2009).  
 

 

3.2 Cicatrização de feridas na pele 
 
 A pele não é apenas uma barreira física entre ambientes externos e internos, 

mas também protege o organismo ativamente do estresse causado por lesão, 

tratamento microbiano, radiação  ultravioleta (UV) e toxinas ambientais (MATEJUK, 

2017). A perda da integridade de alguma porção da pele, como resultado de uma 

injúria ou doença, pode levar a deficiência grave ou até mesmo a morte. A cura ou 

reparação de feridas corresponde a um processo bastante complexo e dinâmico o 

qual envolve fenômenos bioquímicos e celulares ainda não totalmente esclarecidos 
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(MATEJUK, 2017; RUSHTON, 2007; SINGER AJ; e CLARK, 1999) 

 A cicatrização de feridas agudas é um processo bem organizado que leva ao 

reparo tecidual em que as plaquetas, queratinócitos, células da vigilância 

imunológica, células endoteliais, MEC e fibroblastos desempenham um papel chave 

na restauração e integridade do tecido. A cicatrização é dividida em três fases –

inflamação, formação de tecido de granulação e remodelamento - que se sobrepõe 

no tempo (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, sabe-se que nessas fases 

ocorrem eventos imprescindíveis a homeostase como a coagulação, re-epitelização 

e neovascularização que são regulados por uma variedade de moduladores, 

incluindo fatores de crescimento, citocinas, metaloproteinases de matriz, receptores 

celulares e componentes de MEC (ROUSSELLE et al., 2018). A tabela 1, construída 

a partir de dados publicados, evidencia as principais células e seus respectivos 

mediadores que orquestram o processo de cicatrização.  

 Resumidamente, o processo de reparo tecidual cutâneo tem início a partir de 

uma lesão que provoca a ruptura dos vasos sanguíneos dérmicos e o 

extravasamento de constituintes sanguíneos para o interstício. O sangue coagulado 

leva a formação de uma crosta que restabelece a hemostasia e fornece uma MEC 

provisória para migração de células recrutadas, como neutrófilos e macrófagos, 

incialmente (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Concomitante com a resposta 

inflamatória iniciada, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas são 

responsáveis pela chegada e proliferação de outras células, como fibroblastos, 

queratinócitos, células endoteliais que terão o objetivo de formar, provisoriamente, 

um novo tecido. Síntese, remodelamento e deposição de moléculas de MEC 

estruturais são indispensáveis para iniciar o reparo e a progressão da cicatrização 

(EMING et al., 2007a). A fase final do processo de reparo envolve diminuição da 

atividade celular e etapas sucessivas de produção, digestão e orientação das fibras 

colágenas (DEMIDOVA-RICE et al., 2012). 
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TABELA 1. Células recrutadas e principais mediadores liberados no reparo tecidual 

ROS, Espécie reativa de oxigênio; TNF-a, Fator de necrose tumoral alpha; IL, Interleucinas; VEGF, 

Fator de crescimento vascular endotelial; PDGF, Fator de crescimento derivado de plaqueta; FGF, 

Fator de crescimento fibroblástico; TGF, Fator de crescimento transformante; IGF-1, Fator-1 de 

crescimento semelhante a insulina. S1P, Esfingosina-1-fosfato; eNOS, óxido nítrico-sintase 

endotelial. Fonte:  (EMINE. et al., 2007b; KENDALL e FEGHALI-BOSTWICK, 2014; MCKAY e 

LEIGH, 1991; WAHL, 2013). 
 
3.2.1 Fase de Coagulação ou Inflamatória  

Essa fase é denominada de inflamatória ou exsudativa devido as reações 

mediadas por citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento sobre receptores em 

células alvo. Inicia-se a partir de uma injúria na pele que leva ao extravasamento de 

sangue a partir dos vasos sanguíneos danificados. Seguidamente, ocorre a 

formação de um coágulo que serve como escudo temporário, protegendo os tecidos 

expostos e fornece uma matriz provisória sobre a qual as células podem migrar 

durante o processo de reparação (Figura 4) (SINGER AJ; e CLARK, 1999). O 

coágulo sanguíneo é formado por plaquetas imersas em uma rede fibrosa de 

Tipo Celular Mediadores 

Polimorfonuclear 

(PMN) 

ROS 

TNF-a, IFN-g 

IL-1b, IL-6, IL-8 

VEGF 

Macrófagos TNF-a 

IL-1b, IL-6, IL-10 

PDGF, VEGF, FGF, TGF-a e TGF-b 

Fibroblasto 

 

TGFβ1, VEGF 

 IL-1β, IL-33, IL-6 

IGF-1 

Célula Endotelial PDGF, VEGF, FGF,	S1P, eNOS 

Queratinócito FGF, PDGF, TGF-a e TGF-b,  

IL-1. IL-6, IL-8 
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moléculas de fibrina, fibronectina e vitronectina (MARTIN, 1997). As plaquetas 

liberam fatores de crescimento tais como PDGF e TGF que recrutam células 

inflamatórias como os neutrófilos, macrófagos e linfócitos para o local da ferida 

(DEMIDOVA-RICE et al., 2012; SINGER AJ; e CLARK, 1999). 

 Minutos após a lesão, os neutrófilos  começam a transmigrar através da 

parede das células endoteliais dos capilares, e liberam citocinas pró-inflamatórias 

tais como IL-1b, TNF-a e IFN-g no local da ferida que ativam os fibroblastos da 

derme e os queratinócitos da epiderme, formando um escudo contra bactérias e 

outros corpos estranhos (BEANES et al., 2003; DELAVARY et al., 2011). Tem sido 

descrito que, em feridas agudas de humanos, os neutrófilos somam cerca de 50% 

do total de células presentes no infiltrado inflamatório e seu declínio lento é 

acompanhado pela quimiotaxia de monócitos e proliferação de células residentes 

como fibroblastos e células endoteliais (ENGELHARDT et al.,1998).  

Os monócitos são os próximos a serem recrutados e chegam ao local da 

lesão por meio de estímulos quimiotáticos, pela vascularização circundante. A 

migração transendotelial de monócitos começa com o contato inicial de monócitos 

com endotélio vascular, que é mediado por moléculas de adesão e seus ligantes. 

Hoje, sabe-se que os monócitos inflamatórios expressam o ligante CD62L (ou L-

selectina), LFA1 (aLb2), MAC1 (aMb2), PECAM-1 e VLA-4 (a4b1) que contribuem 

para a adesão e migração sobre o endotélio em tecidos inflamados (IMHOF e 

AURRAND-LIONS, 2004). 

Aproximadamente 2 a 3 dias após a lesão, os macrófagos, entram na zona 

de lesão e apoiam o processo em curso por meio da fagocitose de agentes 

patogênicos e detritos celulares (REINKE e SORG, 2012), e devem ficar no tecido 

pelo menos até o décimo dia, realizando a produção e liberação de fatores de 

crescimento como o TGF-b, PDGF, IGF-1 e FGF que regulam a produção e 

organização da MEC por fibroblastos. Ainda, participam da proliferação e migração 

de células endoteliais para o local da ferida, permitindo a angiogênese e 

direcionando o desenvolvimento do tecido de granulação (BEANES et al., 2003).  

 Os macrófagos são classificados em duas classes principais, baseado na 

natureza de seus produtos secretados: os macrófagos M1, também chamados de 
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“classicamente ativados” e macrófagos M2, também conceituados de 

“alternativamente ativados” (MOSSER e EDWARDS, 2009). Os macrófagos M1 

apresentam um fenótipo pró-inflamatório, exibindo atividade fagocítica e secreção 

de citocinas inflamatórias. Os macrófagos M2 apresentam um fenótipo oposto e 

exibe altos níveis de citocinas anti-inflamatórias, estimula a formação de vasos 

sanguíneos e parece estar associado a resolução da cicatrização de feridas 

(FERRANTE e LEIBOVICH, 2012). Hoje, sabe-se que os macrófagos de reparo 

tecidual, no estágio inicial de cicatrização, são mais parecidos com o perfil M1 

enquanto que os macrófagos com perfil M2 são predominantes em estágios 

posteriores do reparo em resposta à necessidade de nova formação de tecido. Além 

disso, múltiplos fatores podem determinar o fenótipo de macrófagos na cicatrização 

de feridas, incluindo interações de macrófagos com MEC, com outros tipos de 

células e por fatores como IL-10, TGF-b, lipopolissacarídeo (LPS) (DALEY et al., 

2010; WANG et al., 2014). 

 

Figura 4 - Esquema representativo da fase inflamatória da cicatrização de 
feridas na pele. 
 

 
Esquema representativo da cicatrização de feridas evidenciando a interação, por meio de fatores de 
crescimento, de células do sistema imune com células residentes da pele. Adaptado de DEMIDOVA-
RICE et al., 2012. 
 

 

3.2.2 Formação de tecido de granulação 
 A medida que a fase inflamatória é atenuada, um novo estroma, muitas vezes 
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chamado de tecido de granulação, começa a se formar aproximadamente 4 dias 

após a lesão. O nome deriva da aparência granular do tecido recém formado 

quando é examinado visualmente (TONNESEN et al., 2000). Nesta fase, a síntese 

de proteínas de MEC, como o colágeno, a formação de uma rede capilar 

(neovascularização) e a migração de células, como os queratinócitos, são 

fenômenos essenciais para a homeostase (SCHREML et al., 2010). Um esquema 

da fase de granulação é mostrado na figura 5.  

 

Figura 5 - Esquema representativo da fase de formação de tecido de 
granulação na pele.     
 

 
Esquema representativo da cicatrização de feridas, evidenciando a proliferacão e migração de 
queratinócitos, de fibroblastos e a síntese de fatores de crescimento. A 
angiogênese/neovascularização ocorrem nesta fase. Adaptado de DEMIDOVA-RICE et al., 2012. 
 

 Os fibroblastos são as células mais importantes do tecido conjuntivo. Este 

tecido é constituído por fibroblastos imersos em uma ampla rede de proteínas 

fibrosas e gelatinosas. Os fibroblastos produzem proteínas estruturais, como 

colágeno e elastina, proteínas adesivas (envolvidas em migração celular), como 

fibronectina e laminina, e um grupo de outras substâncias como as 

glicosaminoglicanas (KENDALL e FEGHALI-BOSTWICK, 2014). Além disso, sabe-

se que estas células desempenham um papel crucial no reparo tecidual (MARTIN, 

1997) e estão presentes em feridas saudáveis desde o início da fase inflamatória 

até a ocorrência da re-epitelização (THIRUVOTH et al., 2015). Estas células são 
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atraídas para a área de injúria em resposta a fatores de crescimento/citocinas, como 

o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) (PIERCE et al., 1991) e, em 

resposta a outros fatores solúveis, se diferenciam em miofibroblastos (DARBY et 

al., 2014; ROCKEY et al., 2013; THIRUVOTH et al., 2015). Enquanto os fibroblastos 

estão sintetizando proteínas de MEC (principalmente colágeno), os queratinócitos 

e as células endoteliais proliferam-se intensamente e migram para o sítio de injúria 

com o objetivo de garantir o fechamento do epitélio e a formação de novos vasos 

sanguíneos, respectivamente  (DEMIDOVA-RICE et al., 2012).  

A formação de novos vasos sanguíneos é necessária para sustentar o tecido 

de granulação formado (THOREY et al., 2004). Este processo, chamado de 

angiogênese, é complexo e dependente da síntese de MEC e da interação destas 

proteínas com a migração de células endoteliais (RISAU, 1997). Dados da literatura 

mostraram que uma série de fatores, como o fator de crescimento fibroblástico 

(FGF), fator de crescimento transformante (TGF) e fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF) produzidos por fibroblastos, células endoteliais ou até mesmo por 

células do sistema imunológico, como os macrófagos M2, podem estimular a 

angiogênese (HECHT, 1998; SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, sabe-se 

que componentes de MEC, como a fibronectina, laminina e colágeno do tipo III, são 

requeridos para a formação de novos vasos, demonstrando  a importância do 

contato físico entre constituintes celulares e acelulares na angiogênese 

(KAESSMEYER et al., 2017).  

Além do papel de sustentar o tecido de granulação, a formação de novos 

vasos sanguíneos proporciona uma via para a entrega de oxigênio e de nutrientes, 

bem como estruturas eficazes para a chegada dos componentes da resposta 

inflamatória durante a cicatrização de feridas (CASTILLA et al., 2012; SEN, 

Chandan, 2009). Tratamentos pró-angiogênicos tem se mostrado capazes de 

modular o processo de cicatrização de feridas em condições patológicas. Por 

exemplo, KIRCHNER et al.  (2003) relataram que o uso tópico do VEGF reduziu 

50% o tempo de cicatrização de feridas em camundongos diabéticos. Além disso, 

um estudo in vitro mostrou que células endoteliais, após tratamento com GH, 

aumentou a própria habilidade em formar estruturas semelhantes a capilares, 
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aumentando a expressão de VEGF (BRUNET-DUNAND et al., 2009).  

 Uma vez que a matriz de colágeno foi depositada na ferida, os fibroblastos 

suprimem a produção de colágeno, e o tecido de granulação é substituído por uma 

cicatriz relativamente acelular. A morte celular por apoptose desempenha um papel 

chave no controle normal do crescimento dos tecidos de granulação 

(DESMOULIÈRE et al., 1995).  

 

3.2.3 Fase de remodelamento 
 A fase final do processo de cicatrização (Figura 6) envolve diminuição da 

atividade celular e etapas sucessivas de produção, digestão e orientação das fibras 

colágenas (SINGER AJ; e CLARK, 1999). Além disso, o declínio nos constituintes 

celulares parece ser resultado  da apoptose de células inflamatórias residuais, bem 

como a regressão da neovasculatura (TORISEVA e KÄHÄRI, 2009). Alguns 

fibroblastos residuais, por ação de diversos estímulos, podem se diferenciar em 

miofibroblastos, e comandar a contração da ferida (DE MENDONÇA e COUTINHO-

NETTO, 2009). Aproximadamente 4 dias após a injúria, estas células podem estar 

presentes na ferida, exercendo uma força contrátil e exercendo um papel 

fundamental e colaborativo com os queratinócitos (THIRUVOTH et al., 2015; 

WALLÂ et al., 2009). 

 

Figura 6 - Esquema representativo da fase de remodelamento.   

 
Esquema representativo da cicatrização de feridas, evidenciando a remodelação da MEC seguida 
pela apoptose de células residentes, levando a formação de um tecido de cicatrização acelular. 
Adaptado de DEMIDOVA-RICE et al., 2012. 
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3.2.4 Matriz extracelular na cicatrização de feridas  
 

Dentre os componentes que são produzidos na cicatrização, destacam-se a 

fibronectina e a laminina que são sintetizadas por diversas células no 

microambiente, como neutrófilos, linfócitos,  fibroblastos e células endoteliais 

(KASUYA e TOKURA, 2014; SCHULTZ et al., 2012). No início do processo de 

cicatrização, a MEC é composta por fibrina e fibronectina, proveniente da reposta 

causada pela chegada dos macrófagos. Em seguida, ocorre um aumento na 

deposição de proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Posteriormente, o colágeno 

torna-se a proteína mais abundante no tecido de granulação (WITTE e BARBUL, 

1997) (Figura 7).  

No reparo de tecido, a secreção da fibronectina  é realizada in situ, pelas 

próprias células vasculares, indicando que esta proteína serve como um condutor 

para o movimento das células endoteliais na injúria (CLARK et al., 1982). Na pele, 

a fibronectina está presente na parte basal da epiderme, na derme papilar e, em 

menor quantidade, na derme reticular. No decorrer do reparo tecidual, a fibronectina 

é depositada sobre o coágulo de fibrina e nas fibrilas do colágeno tipo III. Ao que 

tudo indica, além de manter um ambiente adequado para a migração de leucócitos, 

a ligação da fibronectina à fragmentos de colágeno desnaturado pode ser 

importante na remoção do colágeno durante a remodelação do tecido de granulação 

da ferida (GRINNELL et al., 1981). A fibronectina medeia uma grande variedade de 

interações entre células e MEC, além de desempenhar papéis importantes na 

adesão celular, migração, crescimento e diferenciação, se ligando a uma série de 
moléculas que incluem heparina, colágeno e fibrina (PANKOV, 2002).  

O colágeno constitui um grupo de proteínas fibrosas encontradas em todos 

os animais. Estas proteínas são produzidas por células do tecido conjuntivo, bem 

como por uma variedade de outros tipos celulares. Cada molécula de colágeno é 

composta por três cadeias polipeptídicas dispostas em tripla hélice, sendo o 

principal componente da MEC e de modo geral, estas proteínas se dispõem num 

padrão ondulado e exibem extensão bastante variada, e têm papel fundamental na 

arquitetura tecidual (LYON e BERNARD, 1991). Além disso, a presença dessas 
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proteínas é relacionada diretamente com a integridade estrutural e a força do tecido 

(THOREY et al., 2004). Na pele, as fibrilas de colágenos encontradas são do tipo I 

e III (CANTY, 2005).  

A laminina é uma outra glicoproteína, que juntamente com o colágeno e 

fibronectina, são depositadas na injúria e são essenciais na homeostasia dos 

tecidos (MINER e YURCHENCO, 2004; WITTE e BARBUL, 1997). Essa 

macromolécula extracelular controla uma variedade de processos celulares, 

incluindo proliferação, diferenciação, adesão e migração celular (KIM, Young-Yoon 
et al., 2018; ZAKHARI et al., 2018).  

Na derme, enquanto a MEC é moldada, os vasos sanguíneos, que estão 

localizados no interior da cicatriz, são reorganizados e sofrem maturação para 

formar uma rede de capilares funcionais. Esta fase é essencial para a restauração 

da funcionalidade completa e uma aparência normal para o tecido lesado (SHAW e 

MARTIN, 2009). 

 

Figura 7 - Gráfico representativo da deposição dos constituintes de MEC 
durante a cicatrização de feridas na pele. 

 
A deposição dos componentes de MEC na ferida ao longo do tempo. A fibronectina e o colágeno 
tipo III constituem a matriz inicial, o colágeno tipo I acumula-se mais tarde, correspondente ao 
aumento da força do tecido. Dados compilados a partir de uma revisão da literatura. Adaptado de  
(WITTE e BARBUL, 1997). 
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3.3. Interações entre a pele e hormônios  
 
 A pele é considerada classicamente como alvo de vários hormônios cujos 

efeitos têm sido reconhecidos e também caracterizados. Por exemplo, o hormônio 

liberador de corticotropina (CRH) mostrou ser um potente estimulador da lipogênese 

em células de glândulas sebáceas (ZOUBOULIS et al., 2002). A síntese, bem como, 

a produção de RNAm para o CRH  foi confirmada em um outro ensaio experimental 

utilizando células da pele humana e indicando uma possível relação deste hormônio 

com processos fisiológicos e/ou patológicos da pele (SLOMINSKI, A et al., 1998).  

 Outro hormônio que apresenta atividade comprovada em células da pele é a 

leptina. Estudo anterior mostrou o papel da leptina na resposta inflamatória no 

reparo da pele na condição diabética. Neste estudo foi demonstrado que este 

hormônio atenua a infiltração de neutrófilos e aumenta o recrutamento de 

macrófagos na fase inflamatória da cicatrização demostrando que a leptina pode 

funcionar como uma ligação regulatória entre o sistema endócrino e o sistema 

imunológico no contexto do reparo da pele (GOREN et al., 2003). Além disso, este 

hormônio atua como protetor da morte celular e indução de angiogênese 

confirmando a hipótese de que possa ser um importante regulador celular em 

situações onde se exige aumento da vascularização (ARTWOHL et al., 2002).  

 Em ratos, foi demonstrado que o tratamento tópico com hormônio liberador 

de tireotrofina (TRH) acelerou a cicatrização de ferida aumentando a formação do 

tecido de granulação e a re-epitelização. Além disso, o TRH promoveu a 

proliferação e migração de fibroblasto dérmicos (NIE et al., 2014). Anteriormente, 

foi observado que o tratamento tópico com hormônio tireoidiano (T3) acelerou a 

cicatrização de feridas em camundongos, aumentando a expressão da citoqueratina 

6 em queratinócitos dos folículos pilosos (SAFER et al., 2005). 

 A atividade estrogênica também tem sido relatada evidenciando aspectos 

fisiológicos pertinentes na pele. O receptor de estrógeno foi detectado nos 

componentes celulares da pele, sugerindo que o metabolismo celular dos 

componentes epidérmicos e dérmicos são influenciados pelos níveis deste 

hormônio. O tratamento com estrogênio em mulheres na pós-menopausa mostrou 
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aumento da síntese de colágeno, aumento da espessura dérmica e elasticidade 

(BRINCAT et al., 2005). Além disso, estudo anterior investigou os efeitos do 

tratamento tópico com estrogênio na cicatrização de feridas cutâneas em homens 

e mulheres saudáveis com idade média de 70 anos. Neste estudo foi demonstrado 

que o tratamento com estrogênio aumentou os níveis de colágeno e fibronectina e 

diminuição do infiltrado neutrofílico. Ainda, o tratamento com estrogênio foi 

associado a uma diminuição nos níveis de elastase, um marcador que é regulado 

positivamente em feridas crônicas, demonstrando que os atrasos na cicatrização de 

feridas em idosos podem ser significativamente diminuídos pelo tratamento com 

estrogênio tópico (ASHCROFT et al., 1999). 

 

 

3.3.1. Hormônio do crescimento (GH)   
 
 O GH é um polipeptídio de 22 kDa constituído por 191 aminoácidos e é 

sintetizado, principalmente, pelas células somatotróficas da hipófise anterior 

(MULLER et al., 1999). A liberação do GH, proveniente da adenohipófise, é mediada 

por mecanismos de feedback, atuando em três níveis. No hipotálamo, o hormônio 

liberador do hormônio do crescimento (GHRH) e a somatostatina (SS), exercem 

influências estimulatórias e inibitórias, respectivamente, na secreção do GH. Uma 

vez na circulação, o próprio GH pode modular sua liberação atuando no hipotálamo, 

estimulando a liberação de SS e diminuindo a liberação de GHRH pelos neurônios 

secretores. A liberação de GH em relação à demanda fisiológica é realizada por 

meio de uma série de fatores periféricos, como o fator 1 de crescimento semelhante 

a insulina (IGF-1), suprimindo a liberação do GH por meio do aumento da liberação 

de SS (STEYN et al., 2016).  

  Muitos neurotransmissores e neuropeptídeos modulam a atividade do eixo 

GH/IGF-1 interagindo com GHRH e/ou SS ou agindo diretamente nos níveis de 

somatotrofina. Dentre esses fatores, destacam-se os neuromoduladores (como as 

catecolaminas, serotonina, acetilcolina, hormônio liberador de corticotropina), 

grelina, insulina, leptina e glicose (STEYN et al., 2016). Além disso, o exercício físico 
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também parece estar envolvido na estimulação da secreção do GH e a magnitude 

deste aumento sofre influência de diversos fatores, como a intensidade do exercício 

e estado de treinamento (CRUZAT et al., 2008). As interações coletivas entre todos 

os reguladores endógenos da liberação do GH contribuem para padronizar a sua 

secreção, que é conservada em todas as espécies de mamíferos (STEYN et al., 

2016). 

Os efeitos do GH são iniciados a partir da sua ligação ao seu receptor (GHR) 

presente na membrana plasmática das células-alvo. A proteína GHr está 

posicionada na membrana celular de quase todas as células e apresenta um 

domínio extracelular (GH-binding), um domínio transmembranar e um domínio 

intracelular (LEUNG et al., 1987). A ligação do GH ao receptor, induz a fosforilação 

da proteína janus-cinase-2 (JAK2) e, posteriormente, a ativação de moléculas de 

sinalização como o transdutor de sinal e ativador de transcrição-5 (STAT5) e 

fosfoinositídeo 3-quinase (PIK3) resultando em transcrição aumentada ou diminuída 

de uma variedade de genes que respondem ao GH, como IGF-1, caspase3 entre 

outros (BOGUSZEWSKI et al., 2017). O GH age de forma direta ou indireta sobre 

as células-alvo (STEYN et al., 2016). A hipótese da somatomedina afirma que o GH 

atua indiretamente no crescimento dos tecidos por meio da estimulação da 

produção de IGF-1 (revisado por ROSENBLOOM, 2016). 

Além da sua produção central, o GH também pode ser produzido em outros 

locais, como evidenciado por estudos anteriores mostrando a expressão do gene 

para a produção do GH em células da pele (SLOMINSKI, Andrzej et al., 2000) e de 

modo semelhante também foi demonstrado a expressão do gene GH em tecidos 

linfoides humanos normais e neoplásicos, incluindo células não-linfóides. Esta 

descoberta suporta a hipótese de que o sistema imunológico humano é um sítio 

extra-pituitário de expressão do GH que pode servir como um fator autócrino ou 

parácrino na imunomodulação (WU et al., 1996).  

A intercomunicação entre os sistemas imune e neuroendoendócrino já tem 

sido bem demonstrado (BLALOCK, 1994). Esses sistemas usam ligantes e 

receptores semelhantes para estabelecer um circuito de comunicação totalmente 

integrado que desempenhando um papel importante na homeostase. Evidências 
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crescentes indicam que hormônios e neuropeptídeos são imunomoduladores 

potentes, participando de vários aspectos da função do sistema imunológico, tanto 

em indivíduos saudáveis como durante a doença (BLALOCK, 1994; SPECTOR, 

1996). Nesse sentido, o GH tem sido demonstrado como um importante modulador 

da biologia de órgãos e células imunológicas exercendo efeitos pleiotrópicos nesse 

sistema (LINS et al., 2016; SAVINO et al., 2002). Por exemplo, camundongos 

transgênicos para o GH, bem como tratados intratimicamente com GH, exibem 

celularidade aumentada no timo, aumento da migração celular e produção de 

proteínas de MEC no timo, fortalecendo a hipótese de uma ação imunomodulatória 

do GH e que pode ser utilizada em situações de imunodeficiência, como a AIDS 

(SMANIOTTO et al., 2005). Nesse contexto, tem sido descrito que a terapia com 

GH, induz a produção de células T CD4+ em adultos infectados pelo HIV-1. Além 

disso foi mostrado que a involução tímica pode ser revertida farmacologicamente 

sugerindo que terapias baseadas em imunidade poderiam ser usadas para 

aumentar a timopoiese em indivíduos imunodeficientes (NAPOLITANO et al., 2008). 

Dados da literatura mostraram que o GH também apresenta atividade 

biológica na pele (DUNAISKI e BELFORD, 2002). Foi detectado o receptor do GH 

na epiderme da pele humana e de ratos, em fibroblastos (LOBIE et al., 1990; 

MURPHY et al., 1983; OAKES et al., 1992) em adipócitos (GAVIN et al., 1982), 

sugerindo um papel direto na modulação da função destas células e homeostasia 

da pele. Além disso, a produção de RNAm para o GH por fibroblastos já tem sido 

demonstrada anteriormente (TAVAKKOL et al., 1992). Disfunções na integridade da 

pele foram relatadas em pesquisas anteriores utilizando indivíduos acromegálicos 

(MATSUOKA et al., 1982; THIBOUTOT, 1995). Em um estudo histológico foi 

verificado que os indivíduos com altos níveis de GH circulante apresentavam 

espessamento da epiderme, e elevado número de fibroblastos e aumento na 

deposição de glicosaminoglicanos na derme (MATSUOKA et al., 1982). Embora o 

GH possa apresentar seus efeitos diretamente em célula-alvo, foram encontradas 

evidências de que este hormônio também pode agir a partir de um efeito indireto, 

estimulando células cutâneas a produzir IGF-1 que age na diferenciação e 

proliferação de queratinócitos e fibroblastos e modulando o desenvolvimento do 
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folículo capilar (LEE et al., 2010; RUDMAN et al., 1997). 

 Sobre células endoteliais foi demonstrado que o GH influencia nos aspectos 

morfofisiológicos destas células,	alterando a morfologia e aumentando a deposição 

das moléculas da matriz extracelular, laminina e fibronectina. Além disso, o GH  

aumentou a migração destas células, em sistema de transwell, e estimulou a 

formação de estruturas semelhantes a capilares, in vitro (MESSIAS DE LIMA, CF et 

al., 2017a). Influências deste hormônio sobre a angiogênese in vivo também foram 

observadas utilizando animais transgênicos. Neste estudo foi demonstrado que 

altos níveis circulantes de GH favorecem o aumento no número de vasos 

sanguíneos em regiões de injúria de tecido (THOREY et al., 2004).  

 Estudos também demonstraram efeitos do GH sobre a atividade de 

macrófagos. Recentemente, foi observado que este hormônio estimulou a migração 

de macrófagos peritoneais residentes e potencializou a atividade fagocítica (DOS 

SANTOS REIS et al., 2018). Trabalho anterior mostrou que macrófagos RAW 264.7 

aumentaram a viabilidade e a proliferação celular e mudanças morfológicos foram 

observadas após tratamento com IGF-1 e/ou GH  por 24 horas (SMITH et al., 2000). 

Ainda, foi mostrado que monócitos/macrófagos de vários tecidos/órgãos, incluindo 

sangue periférico, timo e medula óssea produzem RNAm e secretam o GH, 

sugerindo que este hormônio pode atuar de maneira autócrina  ou parácrina nessas 

células (WEIGENT et al., 1992). Outro estudo  mostrou que o GH é um ativador das 

funções de macrófagos, como a produção de óxido nítrico e TNF-a (TRIPATHI e 

SODHI, 2007) via JAK2 (TRIPATHI e SODHI, 2009), reforçando a hipótese de que 

o GH atua sobre essas células em condições inflamatórias.  
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4  MATERIAIS E METODOS 

 
4.1. Ensaios in vivo: 
4.1.1 Animais, ensaio de cicatrização de feridas e tratamento 
 
 Camundongos com 6 meses de idade, machos, da linhagem Swiss e peso 

variando entre 38/40 gramas, provenientes do biotério central da Universidade 

Federal de Alagoas (UFAL) foram utilizados experimentalmente. Estes animais 

foram mantidos com acesso livre a ração e água, iluminação artificial 12 horas claro 

e 12 horas escuro em gabinete a temperatura de 22 ± 2 ºC. A indução da ferida foi 

realizada após a administração do anestésico (100 mg/Kg de Ketamina e 10 mg/Kg 

de Xilasina diluído em tampão fosfato salina). Os camundongos foram depilados 

dorsalmente e a pele higienizada com etanol a 70%. Posteriormente, realizou-se a 

incisão da pele da região dorsal, sendo o limite superior às vértebras cervicais e 

inferior às vértebras torácicas. Uma ferida, por animal, foi realizada com auxílio de 

um Punch dermatológico (1cm de diâmetro) removendo-se toda a pele até o rebordo 

da hipoderme, conforme mostrado na figura 8. Após estes procedimentos, os 

roedores foram divididos aleatoriamente em 2 grupos, sendo cada grupo constituído 

por 15 animais. O tratamento tópico com GH (Eutropin®, da empresa: Aspen 

Pharma Indústria Farmacêutica Ltda) (10⁻⁷M) e a administração do veículo (PBS, 

como controle) foi realizado diariamente, uma única vez ao dia, em um volume de 

aproximadamente 200 μL (MESSIAS DE LIMA CF et al., 2017b). O tratamento foi 

realizado entre 15 e 17 horas. Os animais foram fotografados diariamente para 

análise macroscópica da ferida e foram sacrificados após o terceiro dia de 

tratamento tópico, que corresponde à fase inflamatória (SHAW e MARTIN, 2009). 

 O protocolo experimental foi aprovado pelo Comissão de Ética de uso de 

animais da UFAL (CEUA 51/2014). 
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Figura 8 - Modelo da área de ferimento no dorso de camundongo.   

 

 
Camundongo Swiss apresentando a área de ferimento logo após a injúria, onde observa-se a 
exposição da fáscia muscular dorsal. Procedimento realizado com auxílio de Punch dermatológico 
circular metálico com 1cm de diâmetro [do autor]. 
 
 

4.1.2 Processamento histológico 
 

Para análise histológica, 5 feridas por grupo, foram analisadas. Após os 

tratamentos, as feridas foram removidas, sendo alguns espécimes congelados em 

meio de congelamento do tipo tissue TEK® (Sakura) que foram reservados para a 

imunofluorescência e outras fixadas, em líquido de formalina 10% (MERCK), por no 

máximo 36 horas para as análises histológicas. Após fixação, ocorrida em 

temperatura ambiente, os espécimes foram conservados e clarificados em 

sucessivos banhos em álcool 70% para retirar o excesso de fixador. Seguidamente, 

os fragmentos de pele foram desidratados em concentrações crescentes de álcool 

etílico, diafanizados pelo xilol, impregnados e incluídos em parafina. 

Posteriormente, cortes de 5 μm foram obtidos em micrótomo. Os cortes foram 

distendidos em água previamente aquecida, aderidos em lâmina histológica untada 

com albumina de Mayer em chapa quente a 30º C. A tabela 2 resume as principais 

etapas do processamento histológico.  
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TABELA 2. Processamento histológico 
 

 
 
4.1.3 Técnica de coloração 
 
 Os fragmentos de pele apresentam-se incolores após a microtomia, assim a 

coloração visa contrastar as estruturas teciduais. Para este propósito utilizou-se a 

coloração de hematoxilina-eosina (SIGMA-ALDRICH) para evidenciar os aspectos 

histo-morfológicos da pele na fase inflamatória da cicatrização de ferida.  

 Em síntese, os cortes foram desparafinados em três banhos sucessivos de 

xilol e hidratados em concentrações decrescentes de álcool etílico e água destilada. 

Após, as lâminas foram imersas em solução de hematoxilina, o excesso retirado em 

água corrente e, em seguida colocadas em uma solução ácida de eosina. 

Posteriormente os cortes foram desidratados em concentrações crescentes de 

álcool etílico e diafanizados pelo xilol para posterior montagem. A tabela 3 resume 

as principais etapas da coloração utilizada. 

 

Etapas Procedimentos 

Fixação Formalina 10%(MERCK) em até 36 horas. 

Cortes conservados em álcool 70%. 

Desidratação  Banhos sucessivos (1hora/cada) em álcool etílico 

(MERCK): 

Álcool 80%; Álcool 90%; Álcool 100%;  

Álcool 100%.   

Diafanização 

 

Banhos sucessivos em xilol (MERCK): 

Xilol I; Xilol II. 

Impregnação Em estufa os espécimes foram imersos em parafina 

líquida (MERCK). Pontos de fusão: 56 ºC e 58 ºC, 

sendo 1 hora cada banho.  

Parafina I (56 ºC) e Parafina II (58 ºC) 

Inclusão Os espécimes foram incluídos em blocos de parafina 

líquida III (60 ºC). 
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TABELA 3. Técnica de coloração por hematoxilina-eosina 

 

4.1.4. Contagem das células recrutadas 
 

A contagem de células inflamatórias e fibroblastos foi realizada na pele de 

três animais por grupo, nas regiões de injúria tecidual obtida após o terceiro dia de 

tratamento. Foram escolhidos 21 campos aleatórios para determinar a média de 

células por grupo de tratamento. As células foram diferenciadas por aspectos 

morfológicos nucleares e citoplasmáticos. A área do campo foi delimitada com o 

auxílio de lâmina micrométrica e corresponde a 0,038 mm2. 

 

4.1.5 Imunohistoquímica 

4.1.5.1 Imunoperoxidase em corte congelado 

Etapas Procedimentos 

Desparafinização Banhos sucessivos em xilol (MERCK), sendo cada 

banho de 5 minutos: 

Xilol I, Xilol II e Xilol III. 

Hidratação  Banhos sucessivos em álcool etílico (MERCK):, 

sendo cada banho de 5 minutos: 

Álcool 100%; Álcool 100%; Álcool 80%;  

Álcool 70%.   

Hidratação  

 

5 minutos em água destilada. 

Coloração Hematoxilina (SIGMA-ALDRICH): 2 minutos. 

Lavagem em água corrente: 5 minutos 

Eosina (SIGMA-ALDRICH): 3 minutos. 

Desidratação e 

Diafanização 

Banhos sucessivos em álcool etílico (MERCK): 

sendo cada banho de 5 minutos: 

Álcool 90%; Álcool 90%; Álcool 100%. 

Xilol I e Xilol II 

 



	 45	

 
 Os imunoensaios foram realizados em cortes histológicos congelados de 5 

μm de espessura, distendidos em lâminas de vidro. Para isso, os espécimes foram 

congelados em meio de congelamento próprio (meio tissue TEK®) e mantidos em 

ultra freezer a -80 ºC. Posteriormente, cortes seriados de pele injuriada foram 

obtidos utilizando um criostato (LEICA, modelo CM 1850) ajustado para 5 μm, sendo 

a temperatura para realização do procedimento a -25 ºC. 

Foi realizado o ensaio para evidenciar a molécula de adesão CD31/PECAM-

1 presente em células endoteliais nos cortes histológicos. Para isso, foi utilizado o 

protocolo padrão de estreptavidina-biotina-peroxidase, sugerido pelo fabricante (BD 

Biosciences). Resumidamente, os cortes foram fixados em acetona (SIGMA-

ALDRICH) (P.A.) por 10 minutos a -25 ºC, reidratados em PBS (LGC Biotecnologia) 

e a atividade da peroxidase endógena foi bloqueada em solução de peróxido de 

hidrogênio (H₂O₂) (LGC Biotecnologia) a 0,3% (diluída em PBS) por 10 minutos. Os 

cortes foram lavados e então expostos a uma solução, contendo 10% de soro 

bovino fetal (SBF) (LGC Biotecnologia), para bloqueio das ligações não específicas 

durante 40 minutos. Após lavagem, os espécimes foram cuidadosamente expostos 

ao anticorpo primário CD31 (BD Biosciences), na proporção de 1:100, por 60 

minutos. Após esse tempo, os espécimes foram lavados e, então, expostos ao 

anticorpo secundário biotinilado (BD Biosciences), na concentração de 10 μg/mL 

por 30 minutos. Seguidamente, uma solução de peroxidase-estreptavidina (BD 

Biosciences), foi aplicada junto aos cortes e incubadas por 30 minutos. Após 

lavagem, a marcação foi revelada com o cromógeno diaminobenzidina (DAB) (BD 

Biosciences), por 7 a 10 minutos, tendo como substrato o peróxido de hidrogênio. 

Após a revelação, as lâminas foram contra-coradas com hematoxilina (SIGMA-

ALDRICH), por 60 segundos, desidratadas em concentrações crescentes de álcool 

etílico (SIGMA-ALDRICH), diafanizadas em xilol (SIGMA-ALDRICH) e montadas. 

Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primário para avaliar a presença de 

possível reação de interferência entre as células e o complexo estreptavidina-

biotina-peroxidase. Após a coloração, os vasos sanguíneos foram evidenciados 

pela cor acastanhada em contraste com um fundo discretamente azulado. 
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4.1.5.2 Imunoperoxidase em corte parafinado 
 

Os imunoensaios foram realizados em cortes histológicos parafinados de 5 

μm de espessura, distendidos em lâminas de vidro. Para isso, os espécimes foram 

processados como descrito na tabela 2. Posteriormente, cortes seriados de pele 

injuriada foram obtidos utilizando um micrótomo (ANCAP, modelo YD355AT) 

ajustado para 5 μm.  

O ensaio de peroxidase foi realizado para evidenciar a presença de colágeno 

tipo III em feridas da fase inflamatória. Para isso, os espécimes foram 

desparafinados em sucessivos banhos de xilol e desidratadas em solução de álcool 

etílico 100%. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena, 

numa solução a 3% de peróxido de hidrogênio (MERCK) em metanol (MERCK), por 

10 minutos. Após, os espécimes foram reidratados em solução de álcool etílico 

(MERCK) a 95% e 70%, por 10 minutos, e posterior passagem em água destilada 

e PBS (LGC Biotecnologia). Os sítios antigênicos inespecíficos foram bloqueados 

com uma solução de pele de peixe a 2%, em PBS, por 1 horas. Além disso, uma 

outra solução de bloqueio foi utilizada, contendo 1% de albumina de soro bovino 

(BSA) (SIGMA ALDRICH) + 10% de soro de camundongo, por 1 hora. Após os 

bloqueios, os espécimes foram incubados com anticorpo primário, anti-colágeno III 

(Invitrogen), na proporção de 1:100 em PBS - pele de peixe a 0,05%, por 1 hora. 

Decorrido o tempo, os espécimes foram lavados em PBS, e expostos ao anticorpo 

secundário GARPO (Invitrogen) (1:200) em PBS - pele de peixe a 0,05%, por 45 

minutos. Posteriormente, as lâminas foram lavadas e reveladas com DAB (SIGMA-

ALDRICH) e contra-coradas com hematoxilina, desidratadas em concentrações 

crescentes de álcool etílico, diafanizadas em xilol e montadas. Como controle 

negativo, foi omitido o anticorpo primário. 

 

4.1.5.3 Imunofluorescência 
 

 O método foi utilizado para avaliar a deposição de fibronectina e laminina e 
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a presença de macrófagos no tecido. Os espécimes congelados foram submetidos 

ao ensaio de imunofluorescência indireta como descrito previamente (SMANIOTTO 

et al., 2005). Resumidamente, os espécimes foram lavados com PBS seguido da 

incubação com BSA a 0,1%. Os tecidos foram incubados com anticorpo primário 

anti-fibronectina (Invitrogen) ou anti-laminina (Invitrogen) ou anti-F4/80 (Abcam) por 

60 minutos, em temperatura ambiente, lavados com PBS, e expostos ao anticorpo 

secundário anti-coelho conjugado com FITC, produzido em cabra (GAR-FITC) 

(Invitrogen) por 45 minutos. Posteriormente, espécimes foram lavados em PBS e as 

lâminas montadas. Os cortes foram analisados utilizando o microscópio de 

fluorescência (NIKON ECLIPSE Ti). 

 

4.1.6 Captura de imagem e quantificação do CD31, colágeno tipo III, 
fibronectina e laminina.  
 
 Fotomicrografias das regiões marcadas com os anticorpos foram obtidas de 

forma padronizada, utilizando-se, para tanto, um microscópio de luz com câmera 

acoplada (OLYMPUS FSX100) ou microscópio de fluorescência (NIKON ECLIPSE 

Ti. O procedimento compreendeu, inicialmente, uma varredura por toda a área da 

pele para posterior captura de imagem utilizando a objetiva de 20X. Foram 

escolhidos, pelo menos, 10 campos aleatórios, por animal, de cada grupo estudado.  

 Após obtenção das fotomicrografias, a análise quantitativa da reatividade do 

CD31 e Colágeno tipo III foi realizada com auxilio do Image J 1.45 para Mac OS X 

(NIH, USA). O programa foi ajustado para o reconhecimento da cor relativa as 

estruturas de interesse, utilizando o plugin thresholdcolour. O programa determinou 

o percentual de superfície do campo analisado. Para tanto, realizou o cálculo da 

densidade de área, que era definida pelo quociente entre a área ocupada pela 

microvasculatura ou deposição de colágeno e a área total do campo analisado. A 

figura 9 sumariza o procedimento.  

 Para a análise quantitativa da intensidade de fluorescência de Fibronectina, 

Laminina e F4/80, foram obtidas fotomicrografias e quantificadas pelo Image J, 

transformando a coloração específica em pixels e dividindo o número total de pixels 
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pela área analisada, obtendo o número de pixels/μm². Após quantificação, os 

valores obtidos foram organizados no Numbers® (Apple Inc., California, CA, EUA) 

e o gráfico foi gerado utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, 

EUA). 

 

Figura 9. Quantificação de área positiva para CD31 por meio do plugin 
thresholdcolour 

  
 

4.1.6. Quantificação de Citocinas 
 Os níveis de citocinas da pele, obtidas após o terceiro dia de tratamento, 

foram obtidos utilizando o ensaio imunoenzimático ELISA (Enzime-Linked 

Immunoabsorbent Assay) com o kit comercializado pela empresa eBioscience 

(Ready-Ste-Go®, ELISA, ebioscience). Para isso, fragmentos de pele (1 g) foram 

removidos, triturados e homogeneizados em solução PBS-Triton X-100 0,05% e 

coquetel inibidor de protease (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland) e então 

quantificadas utilizando o ensaio de ELISA seguindo as instruções do fabricante. Os 

resultados foram expressos como pg de citocinas/ml. 

 Para este ensaio foram mensurados os níveis das seguintes 

citocinas/fatores: IL-6, IL-10 e TNFa. 



	 49	

4.1.7. Extração de RNA total, síntese do DNA complementar (cDNA) e Reação 
em cadeia da DNA polimerase (PCR) 
 

Avaliou-se os níveis do RNA mensageiro (RNAm) para o gene Igf-1 da pele 

e fígado utilizando-se o método de RT-PCR semi-quantitativo. Para isso, 

fragmentos de pele e de fígado (1 g), foram recolhidos, triturados e 

homogeneizados na presença de trizol (1 mL), para extração do RNA total. Para 

obtenção do cDNA, 1 µg de RNA total foi utilizado. Após o tratamento com DNAse 

I para eliminar possível DNA genômico, foi utilizado para síntese de cDNA  o Kit 

enzima RT M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 

conforme orientações do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado para reações de 

PCR com oligonucleotídeos específicos indicados na tabela 4.  

Para reação de PCR, alíquotas 1 µL dos cDNAs de cada amostra foram 

misturados com PCR Buffer 1x, MgCl2 1,25 mM, dNTP 200 μM, 20 pM 

oligonucleotídeos específicos para o gene Igf-1 e para o gene constitutivo 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), 0.5 U de Taq polimerase e água 

DEPC para obter um volume final de 25 μL. A amplificação foi realizada em 

termociclador (TECHNE: TC-5000) tendo uma fase inicial de desnaturação de 1 

minuto a 94 °C seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C para desnaturação, 45 

segundos a 54 °C para anelamento e 30 segundos a 72 °C para extensão nos 

primers. Ao final da reação, alíquotas de 8 μL de cada amostra foram submetidas 

a eletroforese em gel de agarose 2% e visualizadas com o brometo de etídio 

utilizando Transiluminador UV (Loccus, L-Pix EX 20×20). As análises quantitativas 

foram realizadas em relação à banda de GAPDH e processadas com o auxílio do 

programa Image J. 
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TABELA 4. Oligonucleotídeos utilizados  
Gene-alvo Senso Anti-senso Espécie Tamanho do 

produto (bp) 

Igf-1  5'-

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-

3' 

GCTGGTGGATGCTCTTCAGT 

5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-

3' 

CTCCGGAAGCAACACTCATC 

Mus 

musculus 

126 bp 

Gapdh 5'-

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-

3' 

5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-

3' 

Mus 

musculus 

92 bp 

 

  

4.2. In vitro: 
4.2.1 Cultura de Células endoteliais murinas 
 

As células da linhagem tEnd.1 derivadas de endotelioma de timo murino 

foram cultivadas de acordo com o protocolo experimental utilizado em nosso 

laboratório, em garrafas de cultura em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 

1640) (Gibco™), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)	(Gibco™)  e 

100μl/mL de L-glutamina (Gibco™). As culturas foram mantidas a 37ºC em 

atmosfera umedecida contendo 5% de CO2. A passagem das células, por 

tratamento com solução de tripsina/EDTA livre de cálcio e magnésio pH 7.2, foi feita 

quando estas alcançavam o estado de semiconfluência. 

 

4.2.2 Cultura de macrófagos murinos 
 
 Linhagem de macrófagos murinos J774 foram cultivados em meio RPMI 1640 

inicialmente com 10% de SBF e incubados a 37°C em atmosfera úmida com 5% de 

CO2. A troca dos meios para estes macrófagos foi realizada a cada três dias e as 

condições de SBF foram modificadas para 2% durante os experimentos.  

 

4.2.3. Cultura de fibroblasto murinos 
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 Fibroblastos da linhagem 3T3 foram cultivados em meio Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM) (Gibco™),  inicialmente com 20% de SBF e incubados a 

37°C em atmosfera úmida com 5% de CO2. A troca dos meios para estes 

fibroblastos foi realizada a cada três dias e as condições de SBF foram modificadas 

para 2% durante os experimentos. 

 

4.2.4 Tratamento com GH 
 

As células, descritas anteriormente, foram tratadas com GH (Eutropin®, da 

empresa: Aspen Pharma Indústria Farmacêutica Ltda) por 24 horas, nas 

concentrações de 10-9M, 10-8M ou 10-7M.   

 

4.2.5 Ensaio de Viabilidade Celular por MTT 
 
 Para o ensaio de viabilidade celular, foi utilizado o teste colorimétrico3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium (MTT) que consiste em medir 

indiretamente a viabilidade celular pela atividade enzimática mitocondrial das 

células vivas.  

Resumidamente, ao fim da incubação de 24h das linhagens celulares 

expostas a condições de tratamento em placa de 96 poços, foram adicionados aos 

poços de cultivo celular, 10 μL de MTT na concentração de 5mg.mL-1. A placa foi 

então incubada por mais 4 horas em estufa umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C. 

Após este período,	 os cristais de formazan formados foram solubilizados pela 

adição de 200 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) e sua concentração quantificada 

espectroscopicamente por meio de um leitor de microplacas (leitor de Elisa), em 

comprimento de onda igual a 540nm.  

 

4.2.6. Quantificação de Citocinas 
 
 As concentrações das citocinas IL-10  e IL-6 nos sobrenadantes das culturas 

de J774 foram mensuradas utilizando o ensaio imunoenzimático ELISA (Enzime-
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Linked Immunoabsorbent Assay) com o kit comercializado pela empresa 

eBioscience (Ready-Ste-Go®, ELISA, ebioscience). O ensaio foi realizado usando 

placas de 96 poços de fundo chato (Costar, Cornig Life Science, Lowell, MA, USA). 

Todas as etapas foram realizadas de acordo com as instruções do fabricante. A 

densidade ótica foi determinada em Leitora de ELISA ajustada para um 

comprimento de onda na faixa de 450 nm. Os resultados foram expressos como pg 

de citocinas/mL. 

 

4.2.7 Ensaio de formação de estruturas semelhantes a capilares 

Realizou-se um ensaio de co-cultura para analisar o efeito do tratamento in 

vitro com GH na intercomunicação entre macrófagos e células endoteliais. Para 

isso, células J774 foram tratadas com GH ou não (grupo controle) por 24 horas. 

Dado o tempo de tratamento, o meio foi coletado e armazenado em ultra freezer. 

Para o ensaio de formação de vasos, uma placa de 96 poços foi revestida 

com 80 μl de matrigel® (	BD Biosciences) por poço e incubadas em estufa de CO2. 

Após a polimerização da matrigel, realizada à 37oC por 45 minutos, as células 

endoteliais foram adicionadas sobre o revestimento de matrigel, sendo duas 

condições experimentais: a) o grupo controle: 1,5 x 104 células + 100 μL de meio 

condicionado de J774 sem tratamento e o b) grupo experimental: 1,5 x 104 células 

+ 100 μL de meio condicionado de J774 tratada com GH. A formação de túbulos 

semelhantes a capilares foi observada por microscópio de luz invertido (NIKON / 

SPIN-TS100F) durante as primeiras 6 horas. Posteriormente estas estruturas foram 

quantificadas em 24 campos aleatórios (por grupo). Foram realizados 02 

experimentos independentes em triplicatas. 

4.2.8. Ensaio de migração das células endoteliais em câmara de transwell  

A migração foi realizada in vitro utilizando sistema de transwell, empregando 

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

Costar, Cambridge, USA). 

Inicialmente, as membranas foram bloqueadas com solução PBS a 0,1% de 
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BSA por 45 minutos em estufa a 37° C e 5% de CO2. Após o bloqueio, 10
6 

fibroblastos em meio DMEN a 2% de SBF (grupo controle) ou 106 fibroblastos em 

meio DMEN a 2% de SBF + GH 10-7M foram adicionadas no poço superior da 

câmara. A migração celular foi desenvolvida por 3 horas em estufa de CO2, a 37 °C. 

Posteriormente, as células não migrantes foram raspadas da face superior da 

membrana e as células que migraram foram coradas com Giemsa e quantificadas 

a partir de fotomicrografias obtidas no aumento de 40x em microscópio de luz 

invertido (NIKON / SPIN-TS100F) sendo 10 campos por grupo. Foram realizados 

02 experimentos independentes em triplicatas. 

4.3 Análise estatística 
 
 Os dados obtidos foram analisados utilizando o teste t de Student para 

determinar a significância estatística entre o grupo de tratamento e o controle. Os 

valores foram apresentados pela média ± erro padrão da média (EPM) e 

considerados significativos quando p ≤ 0,05. Para tabulação dos resultados foi 

utilizado o programa Numbers® (Apple Inc., California, CA, USA) e análise 

estatística o Graph Pad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA). 
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5. RESULTADOS 
 

Inicialmente foi avaliada macroscopicamente a progressão do fechamento de 

feridas em camundongos adultos tratados topicamente com GH, durante 3 dias 

consecutivos. Na avaliação macroscópica das feridas observou-se edema, 

hiperemia e formação de uma crosta, em todos os grupos, que persistiu durante os 

dias avaliados. Os animais mantiveram-se saudáveis e apresentaram 

características de cicatrização sem evidências macroscópicas de infecção. 

 

5.1. O microambiente inflamatório foi alterado em resposta ao tratamento com 
GH.  
 O tratamento com GH mostrou que este hormônio atua positivamente na fase 

inflamatória contribuindo para o fechamento da ferida. A figura 10 mostra os 

aspectos histológicos da cicatrização de feridas em animais tratados com GH e 

controle, na fase inflamatória. Observou-se, em ambos os grupos, destruição 

tecidual com infiltrado inflamatório evidente e a presença de um tecido de 

consistência muito frouxa. Notou-se ainda, a presença de uma crosta na superfície 

da injúria no tecido em formação. 

 No que se refere ao grupo dos animais tratados com GH, observou-se 

qualitativamente que o tratamento modula o infiltrado celular, aumentando o 

recrutamento inflamatório após o terceiro dia, quando comparado ao grupo controle. 

Além disso, uma análise mais detalhada, evidenciou a presença de vasos 

sanguíneos, de fibroblastos e de uma crosta marcadamente corada na superfície 

da injúria. 

 Uma vez que o infiltrado inflamatório, no reparo tecidual, é composto de 

diversos tipos de células recrutadas, o próximo passo foi identificar e quantificar as 

células presentes nesse infiltrado. Para isso, fotomicrografias coradas com HE 

foram utilizadas e a contagem foi realizada tomando por base os aspectos 

morfológicos das células.  

 Foi constatado que o tratamento com GH alterou o recrutamento celular 

inflamatório. Como mostrado na Figura 11, nos animais tratados com GH, foram 
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observados um maior número de macrófagos enquanto que no grupo controle, o 

predomínio do infiltrado foi de neutrófilos. Além disso, ainda foi possível observar 

uma diferença na porcentagem de linfócitos, que foi maior no grupo tratado (Tabela 

5). Notou-se, portanto, um aumento significativo no número de macrófagos e 

linfócitos no grupo tratado com GH quando comparado com o grupo controle. 

 

 

Figura 10. Microambiente inflamatório alterado em resposta ao tratamento 
com GH. 

 
Fotomicrografias representativas dos grupos controle (A e B) e tratado com GH (C e D) após 3 dias 
de injúria. Observa-se, na região de cicatrização, a formação de uma crosta sobre o tecido 
inflamatório (seta), sendo mais evidente no grupo de tratamento quando comparado ao controle. 
Além disso, um maior infiltrado celular e deposição de MEC (evidenciada pela forte coloração; 
estrela) também é observado no grupo tratado. Alguns vasos sanguíneos são mostrados (cabeça de 
seta). A e C, aumento de 100x e B e D, aumento de 400x.  Coloração H&E.  
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Figura 11. Perfil celular inflamatório em resposta ao tratamento com GH 
 
 

 
 
Os gráficos mostram o percentual, dos diferentes tipos celulares na fase inflamatório do reparo 
tecidual. A contagem foi realizada em estudo duplo-cego. n= 3 animais/grupo. 
 
 

TABELA 5. Celularidade recrutada na fase inflamatória do reparo tecidual frente ao 

tratamento com GH  

 
Os valores foram expressos como média ± EPM. 

 

 

5.2. O GH estimula o recrutamento de macrófagos na região da ferida. 
 
 Como constatado previamente, os macrófagos e os linfócitos foram as 

células em maior porcentagem na contagem diferencial do recrutamento 
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inflamatório. Considerando a hipótese de que os macrófagos são imprescindíveis 

para a resolução da fase inflamatória e continuidade da cicatrização de ferida 

saudável, realizou-se um ensaio de imunofluorescência utilizando anticorpo 

específico para melhor avaliar a presença de macrófagos teciduais. O anticorpo 

utilizado reconhece o antígeno F4/80 de camundongo, uma glicoproteína de 160kD 

expressa por macrófagos murinos. 

 A partir deste ensaio foi possível observar células positivas (em verde) para 

F4/80, mostrando a presença de macrófagos na injúria. Foi constatado, pela análise 

qualitativa, que o tratamento tópico com GH por três dias aumentou a presença 

destas células em feridas cutâneas de camundongos (Figura 12 A). A quantificação 

da intensidade de fluorescência confirmou que o tratamento com GH foi capaz de 

aumentar de forma significativa o recrutamento de macrófagos (Figura 12 B).  
 

Figura 12. Presença aumentada de macrófagos (F4/80) na injúria após o 
tratamento com GH. 
 

 
A) Fotomicrografias representativas do ensaio de imunofluorescência para F4/80 (marcador 

específico de macrófago) do grupo controle e tratado com GH. As células positivas são observadas 

em verde. B) Quantificação em pixels da intensidade de fluorescência. Barras representam a média 

± EPM da intensidade de fluorescência (n=3 animais/grupo) Valor de p=0,02 (teste t student). Barra: 

20µm. 
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5.3 O tratamento tópico com GH modula a produção de citocinas no tecido 
 
 Até o presente resultado, observou-se que os animais tratados com GH 

apresentaram uma modulação da resposta inflamatória, aumentando e/ou 

acelerando a chegada das células na área afetada pela injúria. O próximo objetivo 

foi observar se citocinas, produzidas em grande parte por células inflamatórias, 

poderiam ser moduladas após o tratamento com GH. 

 Para isso, fragmentos do tecido foram obtidos após o 3º dia de tratamento 

dos grupos estudados. Posteriormente, os espécimes foram utilizados para 

mensurar os níveis de citocinas/fatores: IL-6, IL-10 e TNFa, conforme descrito na 

seção 4.1.6. 

 Como resultado, observou-se que os animais tratados topicamente com GH 

apresentaram elevado nível de IL-10, enquanto que os níveis locais de TNFa 

estavam diminuídos quando comparado ao grupo controle. Não foi observado 

diferença em relação aos níveis de IL-6 (Figura 13). 

 

Figura 13. O tratamento com GH aumenta os níveis de IL-10 na fase 
inflamatória. 

 
Níveis de citocinas na fase inflamatória do reparo tecidual. Amostras de pele, após o 3º dia de 
tratamento, foram coletadas e processadas para o ensaio ELISA. Barras representam a média ± 
EPM. Os valores são expressos em pg/mL. n=3 animais/grupo. A análise estatística foi feita com o 
teste t. *p=0,046; ***p=0,0001.  
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5.4. Ensaios in vitro com células endoteliais e macrófagos 
 Os resultados in vivo mostraram que o GH atuou na fase inflamatória do 

reparo tecidual, estimulando o recrutamento inflamatório, principalmente de 

macrófagos, e aumentando a produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e 

diminuindo o nível de citocina inflamatória, como TNFa.  

 Como as citocinas desempenham um papel importante na cicatrização de 

feridas e são produzidas e secretadas por diversas células deste microambiente, 

foram realizados ensaios in vitro para compreender o efeito do GH sobre 

macrófagos e células endoteliais na produção de citocinas e indução da 

angiogênese in vitro.  

 

5.4.1 Efeitos do GH na produção de citocinas por macrófagos J774. 
 
 Para a mensuração dos níveis de citocinas produzidas por macrófagos J774, 

as células foram semeadas em placas de 24 poços e tratadas com GH nas 

concentrações de 10-9M, 10-8M e 10-7M por 24 horas. Posteriormente, o ensaio de 

ELISA foi realizado como descrito na seção 4.2.6. 

 Foi observado que o tratamento com GH, apenas na concentração de 10-9M 

aumenta os níveis de IL-6, no sobrenadante. Em relação as concentrações de 10-

7M e 10-8M não foram encontradas diferenças nos níveis de IL-6 (Figura 14). 

 Para IL-10, nenhuma das concentrações de GH utilizadas foi capaz de alterar 

os níveis da citocina no sobrenadante (Figura 14). 

Com propósito de descartar o efeito citotóxico do GH, foi realizado o ensaio 

de viabilidade celular. Para isso, os macrófagos J774 foram tratados com GH nas 

concentrações de 10-9M, 10-8M e 10-7M, em placas de 96 poços. Posteriormente, o 

ensaio de MTT foi realizado como descrito na seção 4.2.5. 

 Como resultado, foi observado que o tratamento com GH, nas concentrações 

testadas, não foi capaz de interferir na viabilidade das células quando comparado 

ao grupo controle (Figura 15). 
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Figura 14. Macrófagos J774 e a produção de citocinas frente ao GH. 
 

	  
Cada barra representa a média ± EPM dos níveis de citocinas IL-6 e IL-10 do sobrenadante das 
culturas de macrófagos J774. Os valores são expressos em pg/mL. n=3/grupo. A análise estatística 
foi feita com o teste t.***p=0,0003.  
 
 
Figura 15.  O tratamento com GH não altera a viabilidade de macrófagos  

 
Ensaio de viabilidade celular por MTT. O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados são 
expressos como média+ EPM. n=3  
 

 

5.4.2 O meio condicionado obtido de macrófagos tratados com GH estimula a 
formação de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais. 
 

 Foi realizado um ensaio de co-cultura com o objetivo de avaliar se 

macrófagos tratados com GH produzem fatores que estimulam células endoteliais 
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(t.End1) a formarem estruturas semelhantes a capilares, conforme descrito na 

seção 4.2.7. 

Como resultado, observou-se que o meio condicionado de macrófagos 

tratados com GH, na concentração de 10-7M, estimulou células endoteliais a 

formarem estruturas semelhantes a capilares em matrigel por 6 horas. Sendo este 

efeito, 2 vezes maior nas células que receberam o meio condicionado com o 

tratamento quando comparado a condição controle (Figura 16 A, B).  

   

Figura 16. Meio condicionado de macrófagos tratados com GH estimula a 
formação de estruturas semelhantes a capilares por células endoteliais.  

 
A) Fotomicrografias representativas de células endoteliais cultivadas sobre um gel de matrigel que 
receberam meio condicionado de macrófagos tratados com GH ou não (meio condicionado sem 
tratamento) por 6 horas. B) Quantificação de estruturas semelhantes a capilares por células 
endoteliais. As barras representam a média+EPM. Pelo menos 20 campos aleatórios foram contados 
por grupo. As fotomicrografias são mostradas no aumento de 400x. A análise estatística foi feita com 
o teste t.****p=0,0001. Experimento foi realizado em triplicata. n=3  
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5.5. O tratamento tópico com GH estimula a angiogênese in vivo 
 

Resultados anteriores mostraram que o tratamento tópico com GH atuou na 

fase inflamatória da cicatrização de feridas e in vitro o GH foi capaz de modular a 

função de macrófagos permitindo um aumento/aceleração na formação de 

estruturas semelhantes a capilares em matrigel por células endotelias. O próximo 

passo foi observar o efeito do tratamento tópico com GH na formação de vasos 

sanguíneos na região de injúria. 

 Para este propósito, espécimes foram obtidos a partir de amostras 

congeladas da pele. Fragmentos micrométricos foram submetidos a 

imunomarcação específica para a molécula CD31, conforme descrito na seção 

4.1.5.1.  

 Como resultado, observou-se que o tratamento com GH aumentou a 

presença de vasos sanguíneos na injúria após o 3º dia de tratamento (Figura 17 

A/B). A reação pode ser vista qualitativamente pela cor acastanhada nas 

fotomicrografias representativas (Figura 17 A).  
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Figura 17. O tratamento tópico com GH estimula a angiogênese 
 

 
Em A, fotomicrografias representativas do grupo controle e dos animais que foram tratados com GH 
na concentração de 10⁻⁷M. Foram utilizados espécimes congelados do 3º dia após a injúria (aumento 
100x). A imunoperoxidase foi realizada segundo protocolo preconizado pelo próprio fabricante, 
utilizando o anticorpo primário CD31.  Em B, gráfico obtido da quantificação em pixels das áreas que 
sofreram reatividade com o anticorpo. As barras representam a média ± EPM. A análise estatística 
foi feita com o teste t. ** p < 0,0056. n=3 animais/grupo. 
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5.6. Efeitos do GH sobre fibroblastos 
 
 Para avaliar a ação do GH sobre os fibroblastos, utilizou-se metodologias in 

vitro e in vivo.  

 Os fibroblastos são células importantes na cicatrização de feridas, uma vez, 

que são capazes de produzir fatores de crescimento, agindo de forma autócrina 

e/ou parácrina, produzindo um arcabouço de proteínas fibrilares que sustentam as 

células recrutadas, em todas as fases do reparo tecidual. Além disso, se diferenciam 

em miofibroblastos e participam do processo de contração da ferida (BAINBRIDGE, 

2013; THOREY et al., 2004). 

 
5.6.1 O GH não altera o número de fibroblastos na fase inflamatória do 
processo de cicatrização 
 

 Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que injúrias tratadas 

com GH apresentaram 40% de contração da ferida, após o terceiro dia de 

tratamento, enquanto que o grupo controle, neste mesmo tempo, obtiveram 17% de 

contração (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b). Esse resultado, nos motivou a 

investigar se o número de fibroblastos estaria aumentado na fase inflamatória, em 

resposta ao GH. 

 Para isso, os espécimes foram processados histologicamente, corados com 

HE e foi realizada a contagem de células. Como mostrado na figura 18, foi 

observado que o tratamento tópico com GH não alterou o número de fibroblastos 

na fase inflamatória.   
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Figura 18. O tratamento com GH não altera o número de fibroblastos na fase 
inflamatória.  

 
As barras representam a média ± EPM do número de fibroblastos identificados por aspectos 
morfológicos em cortes histológicos. n=3 animais/grupo. 
 
 

5.6.2 O GH estimula a migração de fibroblastos 
 

 Nosso próximo passo foi investigar in vitro o efeito do GH na capacidade 

migratória de fibroblastos. Para isso, foi utilizado o ensaio de migração em sistema 

de transwell por um período de 3 horas na presença ou ausência do GH. Foi 

observado que o tratamento com GH aumentou o número de células migrantes 

quando comparado ao grupo controle, conforme mostrado na figura 19, indicando 

que este hormônio age em fibroblastos potencializando uma das atividades 

requeridas no reparo tecidual, sem alterar a viabilidade celular (Figura 20). 

 

Figura 19. O GH estimula a migração de fibroblastos in vitro 

 
 
Cada barra representa a média ± EPM do número de células migrantes usando o sistema de 
transwell. Os experimentos foram realizados em triplicata. A análise estatística foi feita com o teste 
t. *p=0,02. n=3. 
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Figura 20. O GH não altera a viabilidade de fibroblastos in vitro. 
 

 
 

Ensaio de viabilidade celular por MTT. O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados são 
expressos como média+ EPM. n=3 
 

5.7 O GH modula a produção de proteínas de MEC in vivo. 
 
 Para observar a deposição de proteínas de MEC, na fase inflamatória, foi 

coletado fragmentos de pele após o terceiro dia de tratamento. Após o 

processamento das amostras, espécimes de tecido foram submetidas as técnicas 

de imunoperoxidase, para o colágeno III, e imunofluorescência, para fibronectina e 

laminina. Fotomicrografias foram obtidas e a intensidade de fluorescência ou 

imunomarcação foram quantificadas usando o Image J.  

Conforme mostrado nas figuras 21, 22 e 23 observou-se que o GH aumentou 

a deposição de proteínas de MEC, requeridas nos primeiros dias de injúria de 

tecido, como colágeno III, fibronectina e laminina, contribuindo para uma aceleração 

na resolução do processo de cicatrização de feridas. Para o colágeno III, a 

imunomarcação no grupo tratado com GH mostrou uma maior deposição da 

proteína na superfície da injúria, ou crosta, e o padrão de deposição é mais uniforme 

na região de tecido de granulação. No entanto, no grupo controle, não foi observado 

alterações na deposição desta proteína quando se comparam as regiões de crosta 

e tecido de granulação (figura 21).  

Em relação a imunomarcação para laminina e fibronectina não observamos 

alterações na localização da deposição destas proteínas, no entanto, uma maior 
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deposição é observada no grupo tratado com GH (Figuras 22 e 23). 

 

 

Figura 21. O GH aumentou a deposição de Colágeno III no reparo tecidual 
 

 
A) Fotomicrografias representativas mostram a deposição de colágeno tipo III do grupo controle e 
do grupo tratado com GH 10⁻⁷M após o terceiro dia de tratamento. C: crosta; Seta: identifica a região 
abaixo da crosta (tecido de granulação). Em B, quantificação em pixels das áreas que sofreram 
reatividade com o anticorpo. As barras representam a média ± EPM. A análise estatística foi feita 
com o teste t. ****p=0,0001; n=3 animais/grupo. Escala: 50 µm.  
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Figura 22. O GH aumenta a deposição de laminina no reparo tecidual 
 

 
(A) Fotomicrografias representativas mostram a deposição de laminina do grupo controle e do grupo 
tratado com GH 10⁻⁷M após o terceiro dia de tratamento. (B) Quantificação em pixels da intensidade 
de fluorescência. Barras representam a média ± EPM da intensidade de fluorescência (C) 
Fotomicrografia representativa evidenciando a área analisada para quantificar a intensidade da 
deposição de laminina. Para o grupo controle e tratado com GH, todas as mensurações foram 
realizadas dentro da área da injúria.  A análise estatística foi feita com o teste t. *p=0,02; n=3 
animais/grupo. 
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Figura 23. O GH aumenta a deposição de fibronectina no reparo tecidual 
 

 
(A) Fotomicrografias representativas mostram a deposição de fibronectina do grupo controle e do 
grupo tratado com GH 10⁻⁷M após o terceiro dia de tratamento. (B) Quantificação em pixels da 
intensidade de fluorescência. Barras representam a média ± EPM da intensidade de fluorescência. 
(C) Fotomicrografia representativa evidenciando a área analisada para quantificar a intensidade de 
deposição de fibronectina. Para o grupo controle e tratado com GH, todas as mensurações foram 
realizadas dentro da área da injúria. A análise estatística foi feita com o teste t.  **p=0,007; n=3 
animais/grupo. 
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5.8.  O tratamento com GH não altera a expressão gênica do IGF-1.  
Foi realizado um ensaio para avaliar se o tratamento tópico com GH poderia 

modular os níveis IGF-1.  Para isso, o fígado dos animais tratados com GH e 

controle foram removidos após o terceiro dia de tratamento e submetidos a técnica 

de PCR semiquantitativo para analisar os níveis da expressão gênica do Igf--1.  

Foi constatado que o tratamento tópico com GH não altera a expressão de 

RNA mensageiro de IGF-1 no fígado de animais tratados quando comparado o 

grupo controle (Figura 24). Analisou-se também a expressão do Igf-1 após o 7º e 

14º dia de tratamento e verificou-se que os níveis gênicos para o IgfF-1 

permanecem inalterados (dados não mostrados). 

Os resultados descritos anteriormente mostram um papel relevante do GH 

sobre células da pele. No entanto, sabe-se que o GH pode agir nas células de forma 

indireta estimulando a produção de IGF-1. Para excluir a hipótese do efeito indireto 

do GH realizou-se um ensaio para mensurar a expressão gênica de Igf-1 na pele.  

 Para isso, a pele da região da injúria dos animais tratados com GH e controle 

foram coletadas e processadas como descrito na seção 4.1.7. Como resultado, 

observou-se que o tratamento com GH não alterou os níveis de expressão para o 

RNAm de Igf-1 (Figura 25).  
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Figura 24. Expressão gênica para o Igf-1 no fígado. 

 
A) Fotografias representativas do gel de agarose com os produtos do PCR para o RNAm de IGF-1. 
O GAPDH foi utilizado como gene constitutivo. Foram realizados 2 experimentos independentes em 
duplicata. B) Nível da expressão gênica para o IGF-1, no fígado. Para a análise de expressão 
utilizou-se como normalizador o controle endógeno GAPDH; Valor de p= 0,829 (teste t student); n=4 
animais.  
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Figura 25. O tratamento tópico com GH não altera a expressão gênica para Igf-
1 na pele. 

 
A) Fotografias representativas do gel de agarose com os produtos do PCR para o RNAm IGF-1. O 
GAPDH foi utilizado como gene constitutivo. Foram realizados 2 experimentos independentes em 
triplicata. B) Nível da expressão gênica para o IGF-1, na pele. Para a análise de expressão utilizou-
se como normalizador o controle endógeno GAPDH; Valor de p= 0,2 (teste t student); n=4 animais.  
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6. DISCUSSÃO 
 

O presente estudo evidenciou efeitos positivos do tratamento tópico com GH 

na fase inflamatória, da cicatrização de feridas cutâneas, em camundongos adultos. 

A cicatrização é dependente de eventos celulares e moleculares complexos como 

a proliferação e migração celular, produção de proteínas de MEC, angiogênese e 

um delicado equilíbrio entre células inflamatórias. Estes eventos, dirigidos em 

grande parte por citocinas e/ou fatores de crescimento levam as células recrutadas 

a sofrerem proliferação e a interagirem com outras células da área afetada, 

resultando na cicatrização tecidual da pele e garantindo a homeostase (KASUYA e 

TOKURA, 2014; TAKEO et al., 2015; WERNER e GROSE, 2003).  

Em estudo anterior realizado em nosso laboratório foi demonstrado que o 

tratamento tópico com GH, quando administrado por um período de 14 dias, 

acelerou o processo de fechamento de feridas cutâneas em camundongos. 

Observou-se também que os animais que receberam GH, a partir do 12º dia de 

tratamento, apresentavam reparo tecidual completo (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 

2017b). Esse resultado inédito em camundongos mostrou que o GH quando 

aplicado de forma tópica modula positivamente o processo de reparo tecidual 

colocando-o como um forte candidato no grupo das moléculas que apresentam 

ações pleiotrópicas em células da pele. Além disso, esse resultado nos motivou a 

investigar in vivo e in vitro os efeitos do GH nos processos celulares e moleculares 

envolvidos na fase inflamatória, um período essencial para limpar contaminantes e 
criar um ambiente compatível para os sucessivos eventos de reparação tecidual.  

Inicialmente, foi demonstrado um cenário inflamatório com um infiltrado 

celular bem característico, uma crosta proeminente, angiogênese e contração da 

ferida (figura 10). Após o 3º dia de tratamento, neste infiltrado celular, foi observado 

que o tratamento tópico com GH acelerou o recrutamento de macrófagos (tabela 5; 

figura 11). Entretanto no grupo controle as células predominantes foram os 

neutrófilos. Dados da literatura tem mostrado que os neutrófilos servem como uma 

primeira linha de defesa contra a infecção por bactérias, componentes de MEC 
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danificados e corpos estranhos (GOLDBERG e DIEGELMANN, 2010). Ao completar 

seu objetivo, os neutrófilos devem ser eliminados da ferida antes da progressão 

para a próxima fase de cicatrização. À medida que o número de neutrófilos começa 

a diminuir, a população de macrófagos aumenta para substituir os neutrófilos, 

tornando os fagócitos predominantes da ferida	 (HART, 2002). Além disso, outro 

estudo mostrou que o tratamento com GH atenuou significativamente a lesão 

pulmonar em ratos endotoxêmicos, resultado que pode ser atribuído à redução da 

expressão de ICAM-1 em células polimorfonucleares, a inibição da ativação de 
NFkB e a regulação de citocinas pró-inflamatórias (Yi C., et al 2006).  

Além do número aumentado de macrófagos no recrutamento inflamatório nós 

observamos que o número de linfócitos também aumentou significativamente. 

Trabalho anterior utilizando feridas cutâneas mostrou que a migração e o acúmulo 

dos principais leucócitos em feridas (neutrófilos, monócitos/macrófagos e linfócitos), 

são regulados pela mudança de quimiocinas que incluem principalmente IL-8 e a 

proteína 1 quimioatrante de monócito (MCP-1) (ENGELHARDT et al., 1998). O 

papel dos linfócitos na fase inflamatória da cicatrização de feridas não é bem 

definido, no entanto, parece que os linfócitos B e T (auxiliares ou citotóxicos) 

protegem as feridas de infecções virais e contribuem para a produção de citocinas 

inflamatórias e/ou reguladoras que atraem outras células do sistema imunológico 

ou da pele, como fibroblastos, e criam o ambiente de cicatrização de feridas 

(DOERSCH et al., 2017; POSTLETHWAITE et al., 1976). Ausência de linfócitos 

CD4+, em modelo animal, atrasou a cicatrização de feridas que foi acompanhado 

pelo aumento da expressão de IL1β, IL-6 e IL-17 e expressão diminuída de IL-4 em 

comparação com camundongo selvagem. Em contraste, quando a deficiência foi 

em linfócitos CD8+ as feridas mostraram infiltração significativamente reduzida de 

células CD4+, neutrófilos e macrófagos, juntamente com expressão diminuída de 
IL1β, IL-6 e TNF-α e aumento de IL-4 (CHEN et al., 2014).  

Os linfócitos apresentam duas populações e diversas subpopulações 

celulares que desempenham funções pleiotrópicas na resposta imune da 

cicatrização (BOYCE et al., 2000). Em nosso estudo não foram identificadas as 



	 75	

populações linfocitárias, no entanto, mostramos que o GH aumentou o recrutamento 

dessas células na injúria quando comparado ao controle. Estudos futuros sobre o 

efeito de GH no recrutamento de linfócitos serão necessários para melhor 

compreensão do papel desempenhado por estas células no processo do reparo 

tecidual.  

Os macrófagos, além de sua função imunológica, estão envolvidos 

centralmente no controle da síntese de novos constituintes de MEC, sendo este 

papel auxiliado pela liberação de uma variedade de fatores de 

crescimento/citocinas, que direcionam a atividade de células endoteliais, 

fibroblastos e queratinócitos (AGAIBY e DYSON, 1999). Os motivos desta 

sequência de recrutamento ainda não são totalmente conhecidos. No entanto, pode 

ser explicado em termos da produção sequencial de fatores solúveis quimiotáticos, 

a abundância relativa dos diferentes leucócitos no sangue ou diferenças nas taxas 
de migração de diferentes tipos de células (HART, 2002). 

Ainda sobre os macrófagos, também foi demonstrado o recrutamento 

precoce dessas células quando comparado ao controle, utilizando o ensaio de 

imunofluorescência no tecido (figura 12). Além disso, mostramos que IL-10, uma 

importante citocina anti-inflamatória, estava aumentada em feridas que foram 

tratadas com GH, enquanto que TNFa diminuiu significativamente quando 

comparado ao controle (figura 13). In vitro, observou-se apenas um aumento 

significativo de IL-6 quando macrófagos J774 foram tratados com GH na 

concentração de 10-9M, mas esse efeito não foi visto na concentração utilizada 

neste estudo (10-7M) (figura 14) sugerindo que diferentes concentrações de GH 

podem apresentar diferentes efeitos. Durante o curso do reparo tecidual, os 

macrófagos desempenham um papel ativo na secreção de citocinas e quimiocinas, 

direcionando o recrutamento de várias células efetoras (DELAVARY et al., 2011). 

Em função de seus produtos secretados, quando ativados, os macrófagos podem 

ser classificados em dois grandes fenótipos que podem ser amplamente definidos 

como: M1, pró-inflamatórios e M2, pró-cicatrização (MOSSER e EDWARDS, 2008). 

Daley et al (2010) mostraram, em um modelo de cicatrização, que cerca de 85% 

dos macrófagos presentes no primeiro dia de injúria eram macrófagos do tipo M1 



	 76	

que produziam citocinas de ativação clássica, como TNFa, IL-6 e poucas 

quantidades de TGFb (DALEY et al., 2010). Posteriormente, em um estágio mais 

avançado da cicatrização, esses macrófagos são substituídos por um perfil menos 

inflamado, produzindo altas concentrações de IL-10 e TGFb, por exemplo 

(MOSSER e EDWARDS, 2008). Entretanto, tem sido mostrado que o tratamento 

com GH sobre macrófagos aumenta a produção de citocinas inflamatórias, óxido 

nítrico e ativa vias de sinalização envolvidas em respostas pró inflamatórias 

(TRIPATHI e SODHI, 2009). Baseado na literatura e em nossos resultados, 

podemos sugerir que o tratamento com GH atua na cicatrização de feridas, 

acelerando a resposta inflamatória e antecipando o recrutamento de macrófagos 

M2. Essa hipótese é apoiada por outro trabalho da literatura, onde foi demonstrado 

que o GH atua sobre macrófago, suprimindo a atividade de NF-kB e fatores 

inflamatórios relacionados como, TNFa, IL-1b, IL-4 e MIP-1a (KUMAR et al., 2014). 

Estudos futuros deverão ser realizados para fundamentar melhor nossa hipótese. 

Uma característica notável que surge com o reparo do tecido é a formação 

de novos vasos sanguíneos. Desde os momentos iniciais após a injúria, até o 

processo de reparo final, a nova rede vascular desempenha um papel relevante na 

entrega de substâncias endócrinas, células imunológicas, oxigênio e nutrientes. No 

presente estudo foi demonstrado, in vivo, que o tratamento tópico com GH aumenta 

a vascularização após 3 dias de tratamento. Além disso, dados anteriores 

demonstraram que o tratamento tópico com GH aumentou a angiogênese após o 7º 

e 14º dia de tratamento (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b), colocando o GH 

como um peptídeo pró-angiogênico (STRUMAN et al., 1999) e sugerindo que este 

poderia ser um dos meios pelo qual o GH age na aceleração da cicatrização de 

feridas cutâneas. Estudo anterior, mostrou que feridas de animais que possuem 

aumentado os níveis de GH circulante (transgênicos) apresentaram um maior 

número de vasos sanguíneos neoformados e, além disso, os vasos apresentaram 

maior calibre quando comparado ao controle. Em contraste, eles observaram uma 

diminuição do número de vasos na pele normal de animais transgênicos, 

demonstrando que o GH sozinho não aumenta a vascularização da derme, mas é 

necessário a presença de outros fatores adicionais para estimular este processo 
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(THOREY et al., 2004).  

In vitro, foi observado que células endoteliais que receberam o meio 

condicionado de macrófagos tratados com GH, foram mais estimuladas a formarem 

estruturas semelhantes a capilares quando comparadas as células que receberam 

o meio condicionado sem tratamento (figura 16). Adicionalmente, mostramos in vivo 

que o GH aumentou a angiogênese na fase inflamatória (figura 17). Recentemente, 

foi demonstrado que o GH atua sobre células endoteliais, estimulando a proliferação 

celular, a migração, a deposição de proteínas multi-adesivas, como laminina e 

fibronectina e, além disso, foi mostrado que células endoteliais expostas ao GH 

aumentam em até 2 vezes o número de estruturas semelhantes a capilares sobre o 

revestimento de matrigel (MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017a). Para formar novos 

vasos sanguíneos, as células endoteliais da extremidade de dois vasos 

preexistentes migram sobre de um gradiente de VEGF e se juntam pelo processo 

de anastomose. Nos últimos anos, foi detalhado a participação dos macrófagos 

nesse processo e, estas células, parecem fornecer uma ponte de comunicação e 

união entre as células endoteliais (SCHMIDT e CARMELIET, 2010; RISAU, 1997). 

Na literatura, foram fornecidas evidências de que altos níveis de GH circulante é 

correlacionado com níveis aumentados de fatores de crescimento vascular, 

incluindo o VEGF (SILHA et al., 2005). Além disso, estudo anterior demonstrou que 

macrófagos polarizados para um perfil M2 possuem maior potencial angiogênico em 

comparação com outras subpopulações (JETTEN et al., 2014). Aqui, sugerimos que 

o tratamento com GH atuou sobre macrófagos, modulando essas células para um 
perfil M2, contribuindo para estimular a angiogênese.  

O significado do GH no controle da imunidade ficou evidente a partir da 

observação de que os animais hipofisectomizados são mais vulneráveis a infecções 

bacterianas.	Estes dados estabelecem que a glândula pituitária é essencial para a 

homeostase durante um episódio infeccioso e que o GH desempenha um papel 

importante na resistência do hospedeiro, aumentando a atividade de macrófagos, 

como a fagocitoce, para matar Sallmonela typhimurium (EDWARDS et al., 1991; 

EDWARDS  3RD et al., 1992). Além disso, o GH modula a biologia de órgãos 
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linfoides, estimulando a granulocitopoiese, a reversão da involução tímica e 

aumento e função de linfócitos T (KELLEY, 1989). Em contraste, mais uma vez, 

nosso estudo mostrou que o GH altera o perfil de macrófagos M2 mais rapidamente 

na ferida levando a aceleração do reparo tecidual, diminuindo o estado inflamatório. 

De acordo com essa observação, outro estudo revelou que pacientes deficientes 

em GH, apresentaram níveis elevados de citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-a), e 

o tratamento desses indivíduos, com GH durante 3 meses, mostrou diminuição da 

ativação de monócitos/macrófagos no sangue e consequentemente redução dos 

níveis séricos dessas citocinas (SERRI et al., 1999), revelando um papel anti-
inflamatório do GH em desordens endócrinas.  

No presente estudo, avaliou também a deposição de proteínas de MEC na 

pele que sofreu a injuria. A análise dos espécimes mostrou que o tratamento tópico 

com GH estimulou de forma significativa a deposição da proteína estrutural 

colágeno III (figura 21), e das glicoproteínas laminina (figura 22) e fibronectina 
(figura 23).   

A cicatrização normal de feridas é caracterizada por uma série de eventos 

coordenados e progressivos, com objetivo de restaurar a função de barreira  

envolvendo interações entre células e seu microambiente, dos quais a MEC é o 

principal componente (ROUSSELLE et al., 2018; SINGER AJ; e CLARK, 1999). No 

tecido em cicatrização, tanto queratinócitos quanto fibroblastos sintetizam 

componentes de MEC que são essenciais para garantir a homeostase e funções 

celulares durante o reparo tecidual (SHAW e MARTIN, 2009). Dentre os 

componentes que são produzidos na cicatrização, destacam-se a fibronectina e a 

laminina que são sintetizadas por diversas células no microambiente, como 

neutrófilos, linfócitos,  fibroblastos e células endoteliais (KASUYA e TOKURA, 2014; 

SCHULTZ et al., 2012). Em nossos resultados, mostramos que o GH aumenta o 

infiltrado de células recrutadas (tabela 5; figura 11), o que poderia ser possível 

devido ao aumento de fibronectina depositada (figura 23).  Sabe-se, que no decorrer 

do reparo tecidual, esta glicoproteína é depositada sobre o coágulo de fibrina e nas 

fibrilas do colágeno tipo III, servindo com um ambiente adequado para a migração 
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de leucócitos (GRINNELL et al., 1981). Outro estudo também mostrou que células 

endoteliais expostas ao GH aumentaram a deposição de laminina e fibronectina e, 

consequentemente, a migração celular e angiogênese (MESSIAS DE LIMA, CF et 

al., 2017a). Dados do nosso grupo mostraram que animais, tratados ou transgênicos 

para o GH, aumentaram a deposição de laminina em comparação com os controles 

e, além disso, a migração de timócitos sobre um revestimento de laminina estava 

aumentada após o tratamento com GH (SMANIOTTO et al., 2005) contribuindo com 

a hipótese de que o GH aumenta a deposição de MEC estimulando a migração de 
células.  

A derme intacta é composta predominantemente por colágeno tipo I (80 - 

90%) e por colágeno tipo III (10 - 20%). No tecido de granulação, o colágeno tipo III 

é aumentado 30%, enquanto que no tecido de cicatrização maduro ele é reduzido 

a 10% (figura 7) (WITTE e BARBUL, 1997). Dados da literatura tem mostrado que 

a produção de colágeno, na área da ferida, representa um dos fatores mais 

significativos para a recuperação da derme (MARTIN, 1997). Durante o reparo 

tecidual, a deposição de colágeno tem início por volta do 3º dia, atinge o máximo de 

deposição na segunda semana e entra em fase de remodelação. O colágeno tipo 

III é inicialmente depositado, sendo substituído por colágeno tipo I à medida que 

ocorre maturação do tecido cicatricial (WITTE e BARBUL, 1997). Em trabalho 

anterior, foi observado que o GH aumentou a deposição de colágeno tipo I 

(MESSIAS DE LIMA, CF et al., 2017b). No presente estudo, observamos que o 

tratamento com GH aumenta a deposição de colágeno III após três dias de 

tratamento. No entanto, um estudo anterior demonstrou que em porcos feridas 

tratadas com GH não aumentaram a deposição de colágeno III, sendo este efeito 

observado apenas em relação ao colágeno I (KIM, Suk Hwa et al., 2009). 

Acreditamos que, no referido estudo, o tempo de observação em relação a 

deposição de colágeno III tenha sido tardio para verificar uma ação do GH nessa 

proteína que é depositada logo após a injúria. Aqui, nossos dados sustentam a 

hipótese de que o GH estimula a produção e deposição de componentes da MEC 
no reparo tecidual contribuindo para o estabelecimento estrutural da pele.  
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Os fibroblastos são células produtoras de componentes de MEC, 

principalmente colágeno, e são atraídos para a ferida por meio de uma série de 

fatores solúveis onde se destaca o PDGF, que induz a sua proliferação e 

consequente função fisiológica (DE MENDONÇA e COUTINHO-NETTO, 2009). 

Além disso, na presença de TGF-β, que se origina a partir de macrófagos no local 

da ferida como parte da resposta inflamatória, os fibroblastos sofrem uma mudança 

no fenótipo, por meio de adesões contendo integrinas e proteínas de MEC. Assim, 

essa ligação faz com que os fibroblastos comecem a expressar fibras de estresse 

ou filamentos de actina no citoplasma diferenciando-se em miofibroblastos 

(BAINBRIDGE, 2013). Embora, no presente estudo, não tenha sido observado 

alterações no número de fibroblastos em feridas de animais tratados com GH (figura 

18) foi demonstrado in vitro que o GH estimulou a migração dessas células em 

sistema de transwell (figura 19) e in vivo observou-se um aumento na deposição de 

proteínas de MEC (figura 21-23). De fato, a migração de fibroblastos e a sua 

diferenciação em miofibroblastos são fenômenos importantes para a contração da 

ferida. A nossa hipótese é de que a migração de fibroblastos na presença de 

moléculas de MEC seja suficiente para atuar na contração da ferida, já que o 

número dessas células não foi alterado em resposta ao GH, após o 3º dia de 

tratamento (figura 18).  Dados da literatura, tem mostrado que os fibroblastos 

produzem uma força contrátil quando tentam se mover dentro da matriz de colágeno 

contraindo as bordas da ferida (BAINBRIDGE, 2013; EHRLICH e RAJARATNAM, 

1990). Além disso, experimento in vitro mostrou que o tratamento com GH estimulou 

a proliferação de fibroblastos (KIM, Suk Hwa et al., 2009), no entanto, em nosso 
estudo in vivo não foi notado o aumento dessas células no tecido de cicatrização.  

Embora o GH tenha apresentado efeitos positivos na cicatrização de feridas, 

como demonstrado neste estudo e em outras publicações (KIM, Suk Hwa et al., 

2009; LAL et al., 2000; MONAFO et al., 2000) têm sido relatados que altos níveis 

de GH na circulação podem provocar alterações em vários órgãos do corpo, como 

visto em indivíduos acromegálicos. A acromegalia é uma doença crônica rara 

causada pela hipersecreção do GH, que é devida em mais de 95% dos casos à um 

adenoma pituitário secretor de GH. Esta hipersecreção de GH associado a níveis 
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elevados de IGF-I resultam em aumento da morbidade e mortalidade (RADETTI et 

al., 2017). Estudo mostrou uma associação direta entre níveis elevados de IGF-1 e 

câncer de próstata (CAO et al., 2015) e outras implicações em diversas neoplasias 

aumentando a agressividade e a proliferação de células tumorais (MUREKATETE 

et al., 2018). Interessantemente, o acompanhamento por 22 anos mostraram que 

indivíduos portadores de mutações no receptor do GH não desenvolveram 

malignidade ou diabetes enquanto que os indivíduos controles (sem deficiência no 

rGH) desenvolveram câncer em taxas semelhantes às da população em geral 

(GUEVARA-AGUIRRE et al., 2011), demonstrando uma relação dos níveis 

elevados de GH e/ou IGF-1 com neoplasias. Em nosso estudo, não foi observado 

alterações nos níveis da expressão gênica para o IGF-1 no fígado dos animais que 

receberam o tratamento tópico com GH (figura 24). Esse resultado sugere que o 

uso tópico do GH não é capaz de alterar os níveis sistêmicos de seu mediador, o 
IGF-1.  

O GH exerce efeitos diversos, diretamente ou por meio do IGF-1, que é 

produzido principalmente no fígado em reposta ao GH (GREEN et al., 1985). O IGF- 

I é mitógeno para os queratinócitos da epiderme (EMING, S A et al., 1996), e além 

disso, este peptídeo é um importante estimulador da síntese de proteínas de MEC 

por fibroblastos da derme (KURODA et al., 2001) além de estimular a proliferação 

destas células (TAVAKKOL et al., 1992). Estudos tem mostrado que o IGF-1 é 

produzido por células imunes (XU et al., 1995), que são recrutadas nas fases da 

cicatrização de feridas. Foi visto também que o tratamento com GH aumenta a 

deposição de IGF-1 na pele de porcos, após três semanas de tratamento (KIM, Suk 

Hwa et al., 2009). Em condições patológicas, como a diabetes, este peptídeo parece 

estar envolvido na produção de proteínas que regulam a re-epitelização e a 

produção de novo tecido de granulação (YU et al., 2007). Este compilado de 

informações poderia indicar um efeito indireto do GH no reparo tecidual na pele. 

Para tentar elucidar essa questão, nós analisamos a expressão gênica para o IGF-

1 na pele injuriada. Em nossos resultados, foi mostrado que o tratamento tópico com 

GH não alterou os níveis da expressão gênica de IGF-1 na pele (figura 25), 

sugerindo que os efeitos apresentados in vivo, podem ser um mecanismo da ação 
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direta do GH sobre as células recrutadas.  

Um esquema do modelo hipotético da ação de GH apresentado neste estudo 

está representado na figura 26, permitindo sugerir que o GH atua nos processos 

celulares e moleculares da fase inflamatória do reparo tecidual. 

  

 

Figura 26. Representação esquemática dos efeitos do GH na fase inflamatória 
do reparo tecidual. 

 
 
Hipótese desenvolvida a partir dos resultados obtidos in vivo e in vitro dos efeitos do GH sobre células 
responsáveis pelo reparo tecidual. O GH acelera a fase inflamatória do reparo tecidual, agindo 
diretamente sobre fibroblastos, macrófagos, células endoteliais e linfócitos. Sobre macrófagos, 
observou-se no 3º dia de injúria, a produção de citocinas que caracterizam essas células com perfil 
anti-inflamatório ou M2. Sugerimos que esse perfil contribuiu para um aumento da angiogênese e 
permitiu um microambiente para o depósito de proteínas de MEC.  
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7.0 CONCLUSÃO 

 
Os resultados apresentados neste trabalho sustentam a hipótese de que o 

tratamento com GH possui efeitos importantes no reparo tecidual. Foi demonstrado 

que o tratamento com GH acelerou o recrutamento de linfócitos e macrófagos para 

a injúria. O aumento destas células contribuiu para uma rápida deposição de 

proteínas de MEC, aumentando a angiogênese e a contração da ferida. Esses 

resultados sugerem a ação direta do GH sobre as células recrutadas, uma vez que 

não foram observadas alterações na expressão gênica para o IGF-1 no fígado e na 
pele.  
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