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RESUMO

Varias evidéncias mostram que a prolactina (PRL) além dos seus efeitos classicos
no desenvolvimento mamario e lactacdo, possui acbes sobre o sistema imune,
incluindo efeitos pleiotrépicos sobre o timo. Neste sentido, objetivou-se avaliar a
influéncia da PRL nos compartimentos linfoide e estromal do microambiente timico.
Para o estudo foram utilizados cultura priméria de células estromais timicas de
camundongos (CETc), células epiteliais timicas (TECs)/linhagem 2BH4 e
camundongos fémeas lactantes. Inicialmente, por imunofluorescéncia, foi observada
a presenca de células epiteliais medular e cortical na cultura priméaria de CETc.
Sobre a viabilidade de timocitos e TECs (linhagem 2BH4), observou-se que a PRL,
em todas as concentracoes testadas (10, 50, 100, 500 e 1000 ng/mL) manteve a
viabilidade das TECs e aumentou a viabilidade dos timdcitos, sendo entdo escolhida
a concentragdo de 10 ng/mL para o desenvolvimento do estudo. Por
imunofluorescéncia, foi constatado que o tratamento com PRL aumentou a
deposicdo de laminina em CETc e TECs, porém nao foi capaz de alterar a
deposicado de fibronectina. Ainda, a PRL aumentou a expressdo da quimiocina
CXCL12 em CETc e em TECs. Em relagcédo ao citoesqueleto, o tratamento com PRL
foi capaz de alterar a polimerizacdo da F-actina em CETc, enquanto as TECs
passaram a apresentar complexos de adesado focal. Por citometria de fluxo, foi
observado que a PRL néo interferiu na expressao das integrina VLA-5 e VLA-6 em
timécitos. Entretanto, aumentou a expresséo do receptor para quimiocina, o CXCR4,
em timdcitos totais, duplo positivo e CD4". Na adesdo celular, quando as CETc
foram pré-tratadas com PRL, ocorreu um aumento no numero de timécitos totais e,
das subpopulacées duplo positivo e CD8" aderidos em sua superficie. Entretanto, a
adesao néo foi alterada quando as TECs foram pré-tratadas com PRL. No ensaio de
migracao de timoacitos em camaras de transwell frente as CETc e TECs pré-tratadas
com PRL e na presenca de CXCL12 como fator quimioatraente, evidenciou-se que a
PRL potencializou o efeito quimiotatico da CXCL12 na migracéo de timocitos totais e
das subpopulagdes duplo positivo e CD8". Por fim, foram avaliados timos de fémeas
lactantes e foi observado um aumento na expressdo da CXCL12 no microambiente
timico das lactantes. Porém, a expressdo de CXCR4 na superficie dos timocitos nao
foi alterada. Na migracéo celular, foi constatado que timécitos de fémeas lactantes
apresentaram aumento na capacidade migratéria quando comparado ao controle e a
migracao foi potencializada frente a CXCL12. Por citometria de fluxo, verificou-se
gue este aumento no numero de células migrantes, ocorreu principalmente nos
timdcitos duplo positivo e CD8". Em conjunto, os dados obtidos no estudo
demonstram o efeito da PRL sobre as células estromais timicas e timoécitos, em
especial nos processos de adesdo e migracao celular, colocando este hormdnio
como um potencial regulador da fisiologia timica.

Palavras-chaves: Prolactina, timo, CXCL12, migracao.



Prolactin influence on stromal and lymphoid comparTSCnts of thymic
microenvironment

Prolactin (PRL), besides its classic effects on breast development and lactation,
several shreds of evidence show its actions on the immune system, including
pleiotropic effects on the thymus. Therefore, this study aimed to evaluate the
influence of PRL in the lymphoid and stromal comparTSCnts of the thymic
microenvironment. For the study, we used the primary culture of mouse thymic
stromal cells (TSC), thymic epithelial cell line (TECs) and lactating female mice.
Initially, the effect of prolactin on the thymocytes viability and thymic epithelial cells
was demonstrated, it was observed that PRL at all concentrations tested (10, 50,
100, 500 and 1000 ng/mL) was not capable.to decrease cell viability, based on this
data the concentration of 10 ng/mL was chosen for the development of the study.
The immunofluorescence showed the presence of medullary and cortical epithelial
cells in the primary culture of TSC. The PRL treaTSCnt was able to increase laminin,
on the other hand, did not altered fibronectin deposition in TSCs, this increase was
also observed in laminin deposition in TECs. Besides, PRL also increased CXCL12
chemokine expression in TSC and TECs. Also, PRL treaTSCnt was able to alter f-
actin polymerization in TSCs as the TEC began to present filopod. By flow cytometry,
it was observed that PRL did not interfere in the expression of the integrins VLA-5
and VLA-6 in thymocytes. However, the treaTSCnt increased the expression of the
chemokine receptor CXCR4, in total, double-positive and CD4" thymocytes. In the
cell adhesion, when TSCs were pretreated with PRL, there was an increase in the
number of total thymocytes and the double-positive and CD8 + subpopulations that
adhered to their surface. However, adherence was not altered when TECs were
pretreated with PRL. In the transwell chamber, the thymocyte migration assay
against PRL-pretreated TSC and in the presence of CXCL12 as a chemoattractant
factor, it was found that PRL and chemokine CXCL12 alone or in combination
increased the migration of total and the subpopulation of double-positive and CD8"
thymocytes. Finally, lactating female thymus was evaluated and was observed an
increase in CXCL12 expression in the lactating thymic microenvironment. However,
CXCR4 expression on the thymocyte surface was not altered. In cell migration, it was
found that thymocytes of lactating females showed an increase in migratory capacity
when compared to control and migration was potentiated against CXCL12. By flow
cytometry, it was found that this increase occurred mainly in double-positive and
CD8" thymocytes. Together, the data obtained in the study demonstrate the effect of
PRL on thymic stromal cells and thymocytes, especially in the adhesion and cell
migration processes, placing this hormone as a potential regulator of thymic

physiology.

Keywords: prolactin, thymus,CXCL12, migration.
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1 INTRODUCAO

O timo é um orgdo linfoide primério, que fornece um microambiente
especializado para o desenvolvimento de linfécitos T. No timo, precursores
derivados da medula Ossea passam por um complexo processo de
diferenciacdo, que envolve a expressdo sequencial de varias proteinas de
membrana e o rearranjo dos genes que codificam o receptor de célula T
(TCR). O produto final interage com as proteinas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) junto a peptideos, expressos pelas células do
microambiente timico (MILLER, 1961; CIOFANI; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007;
ZDROJEWICZ ; PACHURA; PACHURA, 2016).

O microambiente timico é constituido por uma rede tridimensional de
células estromais formado por células epiteliais timicas (TECs), macréfagos,
células dendriticas, células endoteliais e fibroblastos; por componentes
soluiveis tais como citocinas, quimiocinas e hormonios; e ainda, por moléculas
de matriz extracelular (MEC). Este microambiente fornece o0s sinais
necessarios para a migracao, proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose de
timécitos durante todo o processo de diferenciacéo de linfocitos T (SAVINO et
al., 2004; PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; NITTA; SUZUKI, 2016).

Varias evidéncias mostram que a fisiologia do timo e a diferenciacéo de
linfocitos T esta sob um complexo controle neuroendocrino. Sabe-se por
exemplo, que prolactina (PRL), horménio do crescimento (GH),
glicocorticoides e hormonios tireoidianos estimulam a secrecéo de timulina e a
expressdo de moléculas MEC, como fibronectina, laminina e colageno IV, por
células estromais timicas (LANNES-VIEIRA; DARDENNE; SAVINO, 1991;
VILLA-VERDE et al., 1995; SMANIOTTO et al., 2005). Além disso, o0 horménio
tireoideano aumenta a migracdo de timocitos (RIBEIRO-CARVALHO et al.,
2007) e a PRL aumenta a proliferacdo de TECs de camundongos
(DARDENNE et al.,1989). Ainda, a PRL induz a sobrevivéncia, proliferacao e
diferenciacéo dos progenitores linfoides (CARRENO et al., 2005).

A PRL é um horménio lactogénico que funciona como um importante
mediador da resposta imunoneuroenddécrina, sendo sintetizado e secretado
pelas células da glandula hipéfise anterior (KELLEY et al., 2007). O receptor

da PRL (PRLR) é membro da maior classe de receptores, conhecidos como a
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superfamilia de receptores de citocinas de classe 1, que corresponde a mais
de 20 membros diferentes (GOFFIN et al., 1998).

Além da hipofise anterior, a PRL também é produzida em locais extra-
hipofisarios, incluindo neurbnios e as células do sistema imune,
principalmente os linfocitos (BEN-JONATHAN et al., 1996; BOLE-FEYSOT et
al.,, 1998, MONTGOMERY, 2001) e portanto, pode atuar tanto como um
horménio, através da via classica enddcrina; e ainda como um fator de
crescimento, neurotransmissor ou imunorregulador, de forma autocrino-
paracrina (MENDEZ et al., 2005).

A andlise critica dos dados publicados na literatura sobre os efeitos da
prolactina no microambiente timico, mostra que questdes relevantes para o
entendimento da fisiologia timica ainda ndo foram respondidas. Interessados
em contribuir para o estudo do controle neuroenddcrino sobre o timo, para um
melhor delineamento de estratégias terapéuticas baseadas em prolactina, que
poderdo ser utilizadas em condicdes de imunodeficiéncia, investigamos a
influéncia desse horménio em compartimentos linfoide e estromal do

microambiente timico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia da prolactina nos compartimentos linfoide e estromal

do microambiente timico.

2.2 Objetivos especificos

1. Analisar o efeito da prolactina na viabilidade celular;

2. Analisar a expressdo de moléculas de matriz extracelular e da
guimiocina CXCL12 em células estromais timicas apos tratamento com
prolactina;

3. Analisar receptores de matriz extracelular e da quimiocina CXCL12 em
timdcitos apos o tratamento com prolactina;

4. Analisar a organizacdao do citoesqueleto nas células estromais timicas
apos o tratamento com prolactina;

5. Verificar o efeito da prolactina sobre a adesdo de timécitos as células
estromais timicas;

6. Analisar a migracdo de timécitos frente a células estromais timicas
tratadas com prolactina e na presenca de quimiocina CXCL12.

7. Verificar a expressdo da quimiocina CXCL12 no timo de fémeas
lactantes;

8. Analisar receptor de quimiocina CXCR4 em timécitos obtidos de fémeas
lactantes;

9. Analisar a migracdo de timdécitos obtidos de fémeas lactantes na

presenca de quimiocina CXCL12.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Timo

3.1.1 Aspectos gerais

O timo é um 6rgéo de extrema importancia para o sistema imunoldgico,
pois atua no mecanismo de defesa do corpo, fornecendo vigilancia e protecao
contra diversos patdgenos, tumores, antigenos e mediadores de danos
teciduais (THAPA; FARBER, 2019). Constitui o primeiro dos 6rgaos linfoides a
ser formado em roedores, durante a embriogénese e cresce consideravelmente
ap0s 0 nascimento, em resposta a estimulacdo pos-natal de antigenos e a
demanda por um grande numero de células T maduras (PEARSE, 2006).

Com sua origem endodérmica, o timo se desenvolve a partir do terceiro
e quarto pares de bolsas faringeas, que tem como periodo mais critico de seu
crescimento, entre 7 e 14 semanas da gestacdo (KUPER et al.,, 2016). Em
humanos, este 6rgéo linfoide cresce a partir do hascimento, atingindo seu peso
maximo (30-40 g) aos 2-3 anos de idade e posteriormente, na puberdade,
comeca a involuir em resposta a variacdo dos hormonios sexuais, chegando a
pesar cerca de 6 g em pessoas idosas com mais de 70 anos (CSABA, 2016).

Nos mamiferos, o timo esta localizado no mediastino antero-superior na
altura dos grandes vasos do coracdo, com extensdo variavel de um ou ambos
os lobos para a regido cervical no rato. Dos varios tecidos linfoides, o timo &
histologicamente o mais consistente entre as espécies, tornando-o exclusivo
entre os 6rgaos linfoides por ser um 6rgéao linfo-epitelial (HALEY, 2003).

O timo consiste em dois lobos distintos conectados por um istmo de
tecido conjuntivo; uma capsula fina de tecido conjuntivo envolve cada lobo e,
na maioria das espécies, da origem a septos, que subdividem parcialmente o
timo em |6bulos interconectados, com tamanho e orientacéo variaveis (HALEY,
2003). O parénquima timico € dividido em um cortex e medula
morfologicamente distintos, separados por uma zona cérticomedular vascular
(PEARSE, 2006).

O cértex é uma regido localizada na porcdo mais externa do I6bulo, na

qual histologicamente apresenta-se intensamente corada, devido a grande
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densidade de precursores linfoides imaturos presentes; além destes estao
presentes em menores quantidades, células epiteliais corticais (cTEC) e
macréfagos. A medula € uma regido localizada na por¢cdo mais interna do
I6bulo, apresenta-se menos corada, devido a uma menor densidade celular,
guando comparada ao cOrtex. Esta regido contém precursores linfoides mais
maduros, células epiteliais medulares (MTEC), corpusculos de Hassall,
macréfagos e células dendriticas. A juncdo cortico-medular, extremamente
vascularizada, € o local de entrada dos precursores de linfécitos T e de saida
das células T maduras (Figura 1) (PEARSE, 2006).

Figura 1. Aspectos morfologicos do timo.

Fotomicrografia de timo de camundongo, em que pode-se observar claramente as regides
cortical (C), bastante densa em timécitos, e medular (M), menos densa em timécitos. V= vaso
sanguineo; S= septo; e CC= capsula de tecido conjuntivo. Coloragdo: hematoxilina e eosina.
Aumento: 100x. (PEARSE, 2006).

O desenvolvimento adequado do tecido timico, requer a geracdo de
regides cortical e medular estruturalmente e funcionalmente distintas, sendo
estas orquestradas por cTEC e mTEC, respectivamente (BLEUL et al., 2006).
Sendo assim, o papel do timo no desenvolvimento e fungéo das células T é um
processo altamente regulado dentro do microambiente timico, que é essencial
para a maturacéo e diferenciaco de timécitos (PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER,
2007; THAPA; FARBER, 2019).
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3.1.2 Microambiente timico

O microambiente timico esta organizado em uma rede tridimensional
formada de TECs, macréfagos, células dendriticas, células endoteliais e
fibroblastos e da matriz extracelular, que é importante na manutencdo do
contato entre as células estromais e os precursores de células T oriundos da
medula 6ssea (Figura 2). Tais precursores, ao entrarem no timo, estabelecem
contato com o microambiente cortical e medular através de interacfes célula-
célula e célula-matriz extracelular, e ainda por liberacdo de fatores sollveis.
Estas interacbes celulares influenciam na migracdo e diferenciacdo de
timécitos (SAVINO et al, 2002, PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007,
ANDERSON; TAKAHAMA, 2012). A diferenciagdo de timocitos também é
influenciada por polipeptideos soluveis secretados pelas células do
microambiente timico. Estes componentes sollUveis vao desde citocinas, como
interleucina-1 (IL-1), IL-3, IL-6, IL-7, IL-8; quimiocinas, como CXCL12 e
CXCL10, CCLZ25; interferon (IFN); e hormdnios timicos, incluindo timulina,
timopoietina e timosina (SAVINO; DARDENNE, 2000; ANNUNZIATO et al.,
2001).

Figura 2. Representacdo esquematica da migracéao intratimica de linfécitos T

e do microambiente timico.
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a) Células progenitoras entram no timo através da juncéo cérticomedular e migram no interior
do Iébulo timico durante o processo de diferenciacdo. b) Durante esse processo, 0s timoécitos
entram em contato com diferentes tipos celulares do microambiente timico que estdo
presentes em cada regido do Iébulo. TNC: célula nurse timica (adaptado de SAVINO et al.,
2002).
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Entre os diferentes tipos de células do microambiente timico, as TECs
correspondem ao principal componente e formam um tecido heterogéneo em
termos de morfologia, fendtipo e funcdo (ANDERSON; TAKAHAMA, 2012).
Estas encontram-se em todo o I6bulo timico, tanto na regido do cortex
(CTECs) como na regidao da medula (mTECs), no qual formam sub-regifes
especificas. As cTECs e mTECs expressam ainda no timo poés-natal, a
molécula de adesao celular epitelial (EpCAM), além de distintas citoqueratinas
(TAKAHAMA et al., 2017). Na sua maioria as mTECs expressam citoqueratina
5~ enquanto que as CcTECs expressam a citoqueratina 8
(ALEXANDROPOULOS; DANZL, 2012). As TECs estdo envolvidas no
desenvolvimento e maturacdo dos timécitos, que secretam fatores
necessarios para o desenvolvimento do compartimento linfo/epitelial de forma
dindmica. cTECs e mTECs possuem papéis distintos nos processos de
selecdo positiva e negativa no timo, exibindo conjuntos exclusivos de auto-
antigenos em suas superficies via moléculas de MHC. Assim, cTECs e
MTECs dao origem a células T diversas e imunocompetentes, com um
repertério de células efetoras e escasso em células T auto-reativas
(ALEXANDROPOULOS; DANZL, 2012).

No cortex, desde a regido subcapsular até a juncao corticomedular, dos
[6bulos timicos encontram-se complexos linfoepiteliais multicelulares
denominados de células nurses timicas (TNCs), nos quais uma Unica célula
epitelial pode abrigar em torno de 20-200 timdcitos imaturos em seu citoplasma
(SAVINO et al.,, 2004; TAKAHAMA et al., 2017). As TNCs fornecem um
microambiente favoravel no timo, para restricio de MHC e selecdo de
repertério de células T. Um subconjunto dos timécitos internalizados é liberado
enquanto as células que permanecem internalizadas sofrem apoptose e séo
degradados por lisossomos dentro do complexo TNC (GUYDEN; PEZZANO,
2002). Além de timocitos, macréfagos circulantes periféricos também séo
encontrados no complexo TNC e pode apresentar antigenos aos timécitos em
desenvolvimento. Estes macrofagos circulantes poderiam fornecer uma fonte
de auto-antigenos usados para garantir uma auto-tolerancia ao repertério de
células T maduras (EZAKI; MATSUNO; KOTANI, 1991; SAMMS, et al., 2001).

As células dendriticas (DCs) timicas estdo localizadas principalmente

na medula timica e desempenham um papel importante na inducdo da
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tolerancia central no timo, atuando em conjunto com as mMTECs, que
apresenta os auto-antigenos. As células dendriticas podem atuar desta forma,
eliminando timécitos auto-reativos, no caso da selecédo negativa ou direcion&-
los para a geracdo de células T reguladoras (MANLEY, et al., 2011). Outro
componente timico, sdo 0os macrofagos intratimicos que juntamente com as
DCs, constituem as células apresentadoras de antigeno para os timocitos em
diferenciacdo, e sabidamente séo responsaveis pela remocao dos timdcitos
apoptéticos no microambiente timico (LOPES et al., 2018; MIKUSOVA et al.,
2017).

Os fibroblastos sdo um grupo de células multifuncionais heterogéneas
de origem mesenquimal, que produzem muitos moduladores imunoldgicos e
desempenham um importante papel no microambiente timico no que se refere
ao desenvolvimento inicial dos timécitos e, desenvolvimento, proliferacdo e
regeneracdo de TECs. Os fibroblastos estdo presentes principalmente na
zona subcapsular, septos e préximo aos vasos sanguineos do timo (SUN et
al., 2015). Um ultimo componente timico sdo as células endoteliais timicas
presentes nos vasos sanguineos, participam na entrada dos precursores
celulares que chegam no timo e dos linfécitos maduros que saem do 6rgao
(SHI et al., 2016).

No microambiente timico, as quimiocinas contribuem para a localizacéo
dos timacitos e as interacfes com células estromais. Os sinais resultantes das
interacbes direcionam a migracdo e a diferenciacdo das células T
(LANCASTER et al., 2018). Uma série de estudos vem demonstrando que
varias quimiocinas sdo produzidas por diferentes células do microambiente
timico e que timdcitos, nos diferentes estagios de maturacdo, expressam
receptores para quimiocinas (ANDERSON et al., 2000; SAVINO et al., 2002;
LANCASTER et al., 2018).

Quimiocinas sdo membros de uma familia de pequenas proteinas com
peso molecular em torno de 10kD. Elas estdo agrupadas em 4 subfamilias
(CXC, CC, C e CX3C) dependendo do numero de cisteinas e 0 espaco entre
as duas primeiras cisteinas e se ligam a receptores acoplados a proteina-G
com dominios transmembranares (KIM et al., 1998). As quimiocinas e seus
receptores desenvolvem um papel chave nas diferentes fases de maturacéo e

migracdo de timocitos, desde a chegada de precursores imaturos até a
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migracdo para a periferia de células maduras que tenham passado pelos
processos de selecdo positiva e negativa (ANNUNZIATO et al., 2001;
LANCASTER et al., 2018).

Dentre os diferentes tipos de quimiocina, podemos destacar a
CXCL12/SDF-1 (Stromal cell-derived factor-1) que é altamente expressa no
timo, sendo produzida por TECs nas regides cortical e medular, atraindo
preferencialmente timocitos imaturos DN e DP. Seu receptor correspondente,
CXCR4, é expresso nos timécitos (KIM et al.,, 1998) em seus diferentes
estagios de desenvolvimento, guiando estes da regido subcapsular, cortex e
medula timica, ou seja, sendo responsaveis pela localizacdo destes
progenitores (SUZUKI, et al, 1999). Estudos posteriores também
demonstraram que ao se utilizar a quimiocina CXCL12 em pequenas
concentragdes, 0s timocitos aumentam sua migracao e este efeito no aumento
da migracdo € potencializado ao se adicionar moléculas de MEC como
fibronectina ou laminina ao meio (YANAGAWA et al., 2001; POZNANSKY, et
al., 2002).

Na homeostase, o microambiente timico é composto de diferentes
proteinas, que seguem um padrdo especifico conservado em mamiferos,
essa estrutura é denominada de MEC. A MEC timica € uma rede estrutural
constituida por moléculas que apresentam grande atividade de ligacdo entre
si e com receptores expressos na superficie celular. Tais moléculas
correspondem a proteinas fibrosas como colageno e elastina, glicoproteinas,
proteoglicanos e glicosaminoglicanas (SAVINO et al. 2002; MAQUART,;
MONBOISSE, 2014).

Glicoproteinas da MEC, tais como fibronectina (FN) e laminina (LM),
estdo distribuidas de forma heterogénea no parénquima timico, sendo
produzidas por distintas células, como: TECs, TNCs, fibroblastos e células
fagociticas do microambiente, promovendo diretamente a adesdo, migracéao,
diferenciacdo, contracdo e mobilidade das células (SAVINO et al. 2002,
MAQUART; MONBOISSE, 2014; IORIO; TROUGHTON; HAMILL, 2015;
LENSELINK, 2015). As glicoproteinas FN e LM nao séo de localizacéo restrita
na membrana basal tipica. No I6bulo timico, estas formam uma rede na regiao
medular enquanto fibras mais finas da MEC sao encontradas na regiao
cortical (SAVINO et al., 2000).
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A fibronectina é uma glicoproteina que pode ser encontrada em
superficies celulares, no plasma, ou na matriz extracelular. Ela pode se
apresentar em 2 isoformas: uma classica localizada no parénquima timico, que
se liga a seu receptor, a integrina VLA-5 (a5B81/CD49e - receptor classico da
fibronectina), e outra forma localizada na regido medular, que se liga a integrina
VLA-4 (0431/CD49d), o que define a jungdo cortico-medular dos l|6bulos
timicos (SAVINO et al., 2004). Entre as atividades bioldgicas da fibronectina
estdo seu envolvimento na adeséo, migracao, e diferenciacao celular (HYNES;
YAMADA, 1982).

Outro importante compontente de MEC é a laminina, uma glicoproteina
de adesao celular que, estruturalmente se apresenta como um heterotrimero
formado por trés cadeias peptidicas a, B e y, cada uma codificada por um gene
especifico. Atualmente, ja foram caracterizadas 18 isoformas de laminina que
se expressam de acordo com cada tecido (SAVINO et al., 2015). Entre as
atividades biol6gicas da laminina estdo envolvimento na adeséo, sinalizacao,
migracao, e diferenciacéo celular (PEDRAZA et al., 2000).

Os efeitos biolégicos dos componentes da MEC sobre as células
timicas ocorrem através da interacdo com receptores especificos presentes
na superficie das células. Muitos destes receptores pertencem a familia das
integrinas, heterodimeros transmembranares, compostos pelas subunidades a
e B capazes de fornecer adesao e sinalizagao intracelular. Os timoécitos em
desenvolvimento nas diferentes subpopulacdes, bem como as células
estromais, expressam integrinas, como VLA-4 (a4p1, CD49d/CD29), VLA-5
(a5B1, CD49e/CD29) e VLA-6 (0631, CD49f/CD29) (SAVINO; DALMAU; DE
ALMEIDA, 2000).

Algumas integrinas reconhecem seus ligantes através da sequéncia
adesiva formada pelos aminoacidos arginina — glicina — acido aspartico.
Dependendo da integrina, esta pode reconhecer varios ligantes ou ligar-se
primariamente a um unico ligante (PLOW et al., 2000). ApGs a ligacao das
integrinas com seus ligantes ocorre um agrupamento destes receptores em
sitios de adesdo focal que estdo associados externamente a MEC e
internamente ao citoesqueleto (GEIGER et al., 2009). Este citoesqueleto é
composto por uma rede dindmica de filamentos proteicos que confere as

células a sua morfologia tipica, a emissdo de protrusdes de membrana tais
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como lamelipodios e filopddios, e a motilidade celular incluindo os eventos de
ades&o e migracdo (DUPRE et al., 2015).

No timo, a adequada migracao de timdcitos é decisiva para a sele¢cédo do
repertorio de linfécitos T (HALKIAS et al.,, 2013). A migracdo depende da
montagem e desmontagem dos complexos de adesédo focal associados as
integrinas. Estes complexos regulam a migracdo por promover a adesao,
ligando a MEC ao citoesqueleto de actina, e a transducéo de sinal, permitindo a
expressdo de moléculas envolvidas na motilidade celular (CARY et al., 1996;
COX et al., 2001). O citoesqueleto de actina fornece suporte mecanico para
organizacdo da estrutura celular e sua reorganizacdo gera mudancas
dindmicas inicialmente no formato das células e posteriormente nas interacdes

célula-célula, adesao e migragao celular (PHEE et al., 2014).

3.1.3 Diferenciagéao intratimica de linfécitos Taf

Precursores linfoides oriundos da medula 6ssea entram no timo através
das vénulas poés-capilares, localizadas proximas a regido coértico-medular dos
I6bulos timicos (LIND et al., 2001). Os timécitos expressam ao longo do seu
desenvolvimento moléculas que caracterizam os diferentes estagios de
desenvolvimento das células T. Estas moléculas sdo expressas em suas
membranas e dentre elas pode-se citar os receptores de células T (TCR), que
diante de diferentes recombinacfes génicas, garante a diversidade de TCRs; e
os correceptores CD4" e CD8" (SAVINO; DARDENNE, 2010). Durante o
processo de diferenciacdo, os timécitos seguem uma rota migratéria no interior
do l6bulo timico. As células DN sdo encontradas no cortex subcapsular dos
I6bulos timicos, enquanto as células DP séo encontradas no cértex interno e 0s
timécitos SP maduros estdo localizados na medula (Figura 3) (SAVINO et al.,
2015).
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Figura 3. Representacdo esquematica do processo de diferenciacdo e

migracdo de timdcitos no microambiente timico.
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A) Células progenitoras entram no timo através de vasos sanguineos (VS) na jungéo cortico-
medular, os timocitos entram em contato com diferentes células do microambiente timico
presentes em cada regido do I6bulo. B) Durante o processo de diferenciacdo, timoécitos migram
no interior do érgdo, seguindo um padrdo multivetorial em todo o Iébulo timico (adaptado de
SAVINO et al., 2015a).

A diferenciagdo intratimica de células T é considerada um processo
fundamental para o desenvolvimento e manutencdo de respostas imunes
adaptativas. No timo, 0os precursores passam por uma série complexa de
eventos biologicos, de modo que cerca de 95% das células geradas neste
orgdo, morrem por apoptose. Enquanto isso, uma pequena propor¢do de
células é resgatada da morte celular programada e adquire a capacidade de
migrar do timo para 6rgaos linfoides secundarios (SAVINO et al., 2015).

A migracao de timécitos dentro do microambiente timico direciona seu
desenvolvimento adequado. Células estromais, incluindo cTEC e mTEC
secretam varias quimiocinas que direcionam os timécitos no microambiente
timico. Inicialmente, progenitores linfoides que ndo expressam 0s co-receptores
CD4 e CD8 (TCRCD4CDS8), entram através de vénulas poOs-capilares na
regido cortico-medular do timo, passando a serem denominados timdcitos
duplo-negativos (DN). As células DN podem ainda ser subdivididas em quatro
sub-etapas de desenvolvimento, DN1, DN2, DN3 e DN4, baseadas,
principalmente, na expresséo de duas moléculas de superficie celular: o CD25
(receptor para IL-2), e o CD44 (receptor para acido hialurdnico e fibronectina)
(CIOFANI; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

No primeiro estagio sdo chamados de timécitos DN1, que ao migrarem

para a regido subcapsular, diferenciam-se nos estagios DN2 e DN3, havendo
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reorganizacdo dos genes dos TCRs, com 0s co-receptores de superficie
CD25/CD44. Em seguida ocorre a formagdo de um complexo pré-TCR
(expressa a cadeia B e uma cadeia a provisoria) que inicia a proliferagao e
diferenciacdo de DN3 para DN4. Com o progresso da maturacdo, as células
DN4, migram da regido subcapsular para o cértex, havendo rearranjo génico da
cadeia que forma o TCRa, onde passam entédo a expressar o TCR maduro e as
moléculas CD4" e CD8" (TCR'CD4'CD8") sendo denominadas células duplo
positivas (DP), as quais constituem cerca de 75-85% da populacdo de timdcitos
(UENO et al., 2004; KRANGEL, 2009).

A formagdo de timocitos DP é uma etapa fundamental no
desenvolvimento de células T. O préximo evento que ocorre € chamado de
selecdo positiva, na qual os timécitos DP (CD4'CD8") interagem fracamente
com auto-peptideos expressos pelo MHC, presentes nas células
microambientais como as cTEC, o que leva a um sinal positivo para
sobrevivéncia (via Bcl-2), o que direciona os timoécitos a perder um dos
correceptores CD4 ou CD8 e migrarem para a regido medular, continuando a
diferenciacdo, dando origem aos timocitos simples positivo (SP)
(TCR'CD4"CD8 ou TCR'CD4°CD8") (MCKEAN et al., 2001; THAPA; FARBER,
2019).

Essas células SP, migram para a medula se tiverem uma avidez muito
baixa ou muito alta ao interagir com um TCR e com o peptideo enddgeno
acoplado ao MHC classe | ou Il expresso por mTECs e por células dendriticas
(DC) do estroma timico, sofrerdo apoptose. Esse processo € chamado selecéo
negativa, que estabelece a tolerancia central do érgdo, no qual as células T
auto-reativas sdo suprimidas. Timdécitos SP maduros que sobreviveram ao
processo de selecdo negativa podem finalmente, emigrar do timo para o0s
orgaos linfoides secundarios (baco, linfonodos, amigdalas, apéndice e
mucosas) (GRAHAM et al., 2000; IRLA et al., 2008).

3.2 Controle neuroendécrino no timo

A comunicacdo entre os sistemas imune e neuroenddcrino esta bem
demonstrada. Estes sistemas usam ligantes e receptores similares para

estabelecer uma comunicacgéo fisiolégica intra- e inter-sistemas, certamente
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relevante na homeostasia. Ndo s6 as células do sistema imune produzem
hormdnios classicos, mas também as glandulas enddécrinas e tecidos nervosos
sintetizam e liberam uma série de citocinas (BLALOCK, 1994; SAVINO;
DARDENNE, 1995, 2000). Dependendo do tipo de estimulo antigénico,
multiplas interagfes célula/célula e/ou via fatores solUveis podem ocorrer entre
subpopulacdes linfoides e células do microambiente. Deste modo, pode-se
conceber que tais interacdes resultem na secre¢cdo de uma combinagao de
fatores solliveis que informam o sistema nervoso central sobre o tipo de
resposta imune em operacao. A existéncia desta via implica que o sistema
imune possa ser considerado como um 6rgdo sensorial para estimulos ndo
reconhecidos pelo sistema nervoso central e periférico, os chamados estimulos
cognitivos (BESEDOVSKY; DEL REY, 2001).

Uma série de evidéncias mostra que o controle hormonal do timo inclui
tanto as vias endocrinas como também paracrinas/autocrinas, que atuam nas
células estromais e timécitos do microambiente timico por meio de receptores
hormonais especificos. Hormonios, neurotransmissores e citocinas influenciam
as funcdes de células estromais distintas, incluindo maturacéao, sobrevivéncia e
apresentacao de antigenos (Figura 4) (SAVINO et al., 2015). Além disso, eles
afetam a sobrevivéncia, a migracéo e a selecédo de timécitos, moldando assim
0 pool de células T maduras na periferia (PEREZ et al., 2019). Por exemplo,
estudos mostram que hormoénios, incluindo horménio do crescimento (GH),
prolactina (PRL), ocitocina e glicocorticoides, estdo envolvidos no controle do
microambiente timico (DE MELLO-COELHO et al., 1997; BERKI et al., 2002;
SAVINO et al., 2015). Estes horménios regulam a proliferacdo e a
sobrevivéncia de precursores linfoides e das demais células deste
microambiente, bem como a selecdo dos repertérios de células T, que € um
mecanismo parcialmente relacionado a modulacéo da ativacdo do TCR sobre o
complexo peptideo-MHC (SAVINO; DARDENE, 2000). Ainda, foi demonstrado
gue o GH aumenta o numero de timdcitos, a deposicdo de laminina e seu
receptor VLA-6 no microambiente timico. Os timdcitos obtidos de camundongos
transgénicos para o GH, apresentaram migracdo aumentada em camaras de
transwell pré-tratadas com laminina e também frente a quimiocina CXCL12
(SMANIOTTO et al., 2005).
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Figura 4. Intera¢des imuno-neuro-endocrinas no timo
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Influéncia de diferentes tipos de hormdnios peptidicos e ndo peptidicos no timo. Abreviacdes:
ACh, acetilcolina; ACTH, horménio adrenocorticoprépico; AVP, arginina vasopressina; CRH,
hormadnio liberador de corticotropina; DRG, ganglio da raiz dorsal; E2, estradiol; Epi, epinefrina;
GC, dglicocorticéide; GH, hormdnio do crescimento; GHRH, hormoénio liberador de GH; LH,
horménio luteinizante; NE, noradrenalina; OT, ocitocina; PRL, prolactina; Prog, progesterona;
TRH, horménio liberador de tireotropina (Adaptado de SAVINO et al., 2015).
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3.3 Prolactina

A PRL é um horménio polipeptidico de 23 kDa, composto por 198
aminoacidos, secretado principalmente pelas células lactotréficas da hipéfise
anterior (CONSTANZA et al., 2015). Os niveis séricos de prolactina podem ser
influenciados pelo ritmo circadiano (pico as 2 horas da manha), exercicio,
estresse emocional ou fisico, refei¢cdes ricas em proteinas, estimulo maméario e
condicdes patolégicas como prolactinoma, hipotireoidismo e insuficiéncia
adrenal (SAVINO, 2017). Da mesma forma, as citocinas IL-1, IL-2 e IL-6
estimulam sua secrecdo, enquanto a endotelina-3 e o interferon-y exerce
influéncia inibitoria (CHIKANZA, 1999).

A PRL também €& produzida em locais fora da hipdfise (PRL extra-
hipofisaria) como no cérebro, miométrio, glandula lacrimal, timo, baco, linfocitos
circulantes, células linfoides de medula O0ssea, células epiteliais mamarias e
tumores, nos fibroblastos da pele, e glandulas sudoriparas (BEN-JONATHAN
et al., 1996). Ela pode atuar tanto como um hormdnio, através da via classica
endocrina ou ainda, como um fator de crescimento, neurotransmissor ou
imunorregulador, de forma autécrino-paracrina (MENDEZ et al., 2005).

Os efeitos da PRL sdo mediados pelo receptor transmembranar da PRL,
0 PRLr. O PRLr € membro da mesma familia do receptor de GH e também
fazem parte da maior classe de receptores, conhecidos como a superfamilia
de receptores de citocinas de classe 1 (GOFFIN et al., 1998).

Apos a ligacdo da PRL ao seu receptor e dimerizacdo do PRLr, o sinal
da transducéo ocorre através do recrutamento de moléculas citoplasmaticas
para o PRLr, incluindo a tirosina-quinase Janus quinase 2 (JAK2) e os
membros da familia STAT-1, -3 e -5 (LEONARD; O’'SHEA, 1998). Desta
forma, assim como para a maioria dos membros da superfamilia de
receptores de citocinas, o PRLr ativa uma cascata de sinalizacdo de membros
da familia JAK-STAT (BOUCHARD et al., 1999; XU, et al., 2010). A ativacdo
dessas cascatas modula varias funcbes celulares, como diferenciagéo,
proliferacéo, sobrevivéncia e secrecdo (DARDENNE et al., 1991; DARDENNE
etal., 1994).

Sabe-se que a prolactina € um hormbnio altamente versatil, com

multiplas fungbes, como: reprodugdo, gravidez e lactacdo, crescimento e
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desenvolvimento, metabolismo, imunidade, transporte de eletrdlitos,
comportamento e carcinogénese (MARANO; BEN-JONATHAN, 2014). Nos
mamiferos, a PRL classicamente participa da funcdo gonadal, desenvolvimento
mamario e lactacao. Durante a gravidez, a secrecdo de PRL materna humana
aumenta gradualmente no inicio da 6° a 8°semanas de gestacdo até o final da
gestacdo e € seguido por altas concentragdes séricas do horménio durante a
lactacdo (BINART, 2016). Em camundongos, o padrdo de secrecdo da PRL é
alterado nos diferentes estagios reprodutivos. Em fémeas virgens, os niveis de
PRL séo baixos nas fases de estro, metaestro e diestro, ocorrendo um pulso de
PRL no proestro tardio. Se ocorrer acasalamento, a estimulacéo vaginal eleva
a secrecao da PRL pela hipéfise anterior que permanece na primeira metade
da prenhez, retornam aos niveis baixos até o aumento imediatamente antes do
parto e altos niveis de PRL s&o secretados durante a lactagédo (LE TISSIER et
al., 2015).

3.3.1 Prolactina e Sistema Imune

A PRL além de sua producéo e secrecao hipofisaria, é produzida pelas
células do sistema imunologico, que também expressam receptores para PRL.
Assim, pode-se esperar que a PRL atue no sistema imunoldgico pelas vias
endodcrino e também pelas vias paracrinas e autécrinas (Figura 5) (SAVINO,
2017). Varios relatos na literatura jA mostraram que a PRL atua em 0Orgaos
linfoides como o timo, sendo os linfécitos os primeiros tipos celulares
identificados como responsaveis pela sintese deste horménio (HARTMANN et
al.,1989; MONTGOMERY et al., 1987). Estes achados foram comprovados
posteriormente por analise por hibridizac&o in situ, que revelou a expressao do
gene ou transcrito de RNA mensageiro (RNAm) de PRL em diferentes 6rgaos
linfoides (WU et al., 1996).
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Figura 5. Vias enddcrina, paracrina e autocrina relacionadas aos efeitos da
PRL nas células timicas.

A PRL hipofisaria entra no timo via vasos sanguineos e pode atuar nos timécitos em
desenvolvimento e células do microambiente timico através de PRLr especificos. Isso
caracteriza a via enddécrina classica. Porém timdcitos e TECs também produzem PRL, que
pode atuar tanto em células préximas, de forma paracrina, como de forma autdcrina. = PRL;
Y= PRL-R; BV = vaso sanguineo; EC = célula endotelial; TCD= célula dendritica; A =
autocrino; E = enddcrino; P = paracrina; Thy = timécito (Adaptado de SAVINO, 2017).

Timocitos e células do microambiente timico como as TECs e células
dendriticas, expressam constitutivamente PRLr e respondem ao ligante
correspondente (SAVINO et al., 2016). Em relacdo a timdcitos, estudos que
utilizaram anticorpos monoclonais anti-PRL ou anti-PRLr bloqueando o
desenvolvimento de células T, levando ao acumulo de células muito imaturas
no timo, indicando fortemente que a PRL sustenta sobrevivéncia e proliferacao
de precursores precoces de células T no timo (CARRENO, et al., 2005). Em
TECs ja foi visto que a PRL pode atuar em inUmeros aspectos de sua fisiologia,
caracterizando sua acao pleiotropica nesse epitélio, modulando a expressao de
citoqueratinas e proliferacdo destas células (DARDENNE et al., 1989) além da
proliferacdo de TNCs (DE MELLO-COELHO et al., 1997). Além disso, ja foi
demonstrado que a PRL aumenta a producdo do hormdénio timico, a timulina
(DARDENNE et al., 1989); nos linfécitos, ela é conhecida por aumentar as
imunidades humoral e celular (BERCZI et al., 1982; NAGY; BERCZI, 1981),

regular a diferenciacdo e a maturagéo dos linfocitos T e B (YU-LEE et al., 2002;
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JABBOUR et al., 1999); induzir a proliferagao celular (MURPHY et al., 1993) e
inibir a apoptose de linfocitos (LAVOIE; WITORSCH, 1995; FLETCHER-
CHIAPPINI et al., 1993).

As interacdes entre células estromais e linfoides no microambiente
timico, resultam de vérias interacbes moleculares envolvendo ligantes e
receptores sob um sistema multivetorial. No entanto, pouco se sabe sobre a
acdo da PRL nestas interagcdes, conhecimento de evidente relevancia
principalmente no que se refere ao possivel potencial terapéutico deste
horménio em algumas situagBes clinicas como no tratamento de

imunodeficiéncias relacionadas a células T.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos da linhagem
C57BL/6, adultos jovens, com idade entre 4 a 8 semanas. Também foram
utilizadas fémeas lactantes e néo lactantes, da linhagem C57BL/6 com idade
entre 3 a 4 meses. Todos 0s animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram mantidos em
condicbes controladas de temperatura (22 = 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragdo e agua. A eutanasia foi
realizada por aprofundamento anestésico com dose letal de tiopental sédico,
120 mg/kg por via intraperitoneal. Todos os procedimentos foram aprovados e
estdo de acordo com as normas de biosseguranca estabelecida pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFAL — CEUA n° 14/2015 (Anexo 1).

4.2 Cultura primaria das células estromais timicas (CETc)

As culturas primarias das células estromais timicas de camundongos
(CETc) foram obtidas utilizando-se a técnica do explante a partir de fragmentos
do timo de camundongos. Esses procedimentos foram realizados utilizando
método previamente padronizado no Laboratorio de Biologia Celular por
VIEIRA-ARAUJO, 2017. Na camara de fluxo laminar, os timos foram extraidos
assepticamente e lavados em solucao tampao fosfato salina (PBS), em seguida
foram cortados em fragmentos de aproximadamente 1 mm? e transferidos para
frascos de cultura de 25 cm? contendo RPMI 1640 acrescidos de 10 % de soro
bovino fetal (SBF) e 10 M de L-glutamina, 40 mg/ml de gentamicina (1mg/mL) e
anfotericina (1mg/mL). As culturas foram incubadas a temperatura de 37°C, em
atmosfera Uumida contendo 5% de CO, e observadas regularmente por
microscoépio de luz invertido com contraste de fase (Nikon, Tokyo, Japan). O
meio foi trocado no 4° dia de cultivo.

No 7° dia apos o explante, as CETc foram lavadas com PBS, tratadas
com solugédo de tripsina a 0,1 %, neutralizadas com meio de -cultura,

centrifugadas e cultivadas em placas de seis pocos (Costar, EUA) ou em
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laminas Lab-Tek chamber (Nunc, Dinamarca). Posteriormente, essas células

estromais foram utilizadas para a realizagéo dos experimentos (Figura 6).

Figura 6. Células estromais timicas

Fotomicrografia de cultura primaria de células estromais timicas de camundongos. Aumento de
400x (VIEIRA-ARAUJO, 2017).

As CETc foram caracterizadas previamente por Vieira-Araujo, 2017.
Foram utilizados marcadores expressos na superficie dessas células estromais
e foi verificado que cerca de 76% sao células epiteliais timicas, isto €,
expressam em sua superficie a molécula de adesdo de célula epitelial
(EpCAM) e cerca de 23% sao ceélulas nao epiteliais, entre essas, sugere-se
gue: aproximadamente 9% podem ser macrofagos, pois expressam a molécula
CD11b (aMB2), 12% podem ser fibroblastos por expressar a molécula CD49b
(VLA2), 1% podem ser células dendriticas, jA que expressam em sua superficie
a molécula CD11c (aXB2) (Figura 7 ) (VIEIRA-ARAUJO, 2017).
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Figura 7. Caracterizacé@o das células estromais timicas
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A) Delimitacdo da populacdo de células estromais timicas de camundongos no dot plot
tamanho (FSC) x granulosidade (SSC). (B) Porcentagem de células estromais timicas de
camundongos que expressam EpCAM, CD11b, CD49b e CD1lc. As barras representam
média+ erro padrdo da média, n=16 (VIEIRA-ARAUJO, 2017).

4.3 Cultura de células epiteliais timicas (TECS)

Para este trabalho foi utilizada a linhagem de células epiteliais timicas
(TECs), denominada 2BH4, derivada de timo de camundongos C57BL/6. Esta
linhagem apresenta fenoétipo misto, expressando receptores de cTEC e mTEC
medular (WERNECK et al., 2000). As células 2BH4 foram cultivadas em
garrafas de cultura de 25 ou 75 cm? com meio RPMI 1640, suplementado com
10% de SBF, 1% de L-glutamina e gentamicina 40 mg/mL. As células foram
mantidas em condicdes estéreis, em estufa a 37°C, com atmosfera umedecida
contendo 5% de dioxido de carbono (CO,). A passagem destas células foi
realizada quando estas se encontravam em estado de semi-confluéncia por
meio do tratamento com solucéo de Tripsina 0,25% - EDTA 0,02% em solucéo

livre de célcio e magnésio, pH 7,2.

4.4 Obtencao dos timécitos

Os animais foram eutanasiados, o timo foi removido cirurgicamente,
lavado em PBS e macerado em 1 mL de RPMI-SBF 4 % com o auxilio de
peneira e émbolo estéril. As células foram contadas em camara de Neubauer
sob o método de exclusao por azul de trypan 0,02% e foram mantidas em meio

RPMI 1640 a 4°C até serem utilizados para os experimentos.
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4.5 Tratamento com Prolactina (PRL)

Nos ensaios, os tratamentos com PRL (Recombinant Mouse Prolactin
Protein - R&D systems, Minneapolis, Minnesota, EUA), nas concentracdes de
10, 50, 100, 500 e 1000 ng/mL, foram realizados em meio RPMI a 2% de SBF.
As CETc e TECs 2BH4 foram previamente plagueadas por 16h para adesao e
espraiamento celular (VIANA, et al., 2015), em meio RPMI a 10% de SBF.
Apbs substituicdo do meio, as células foram tratadas durante 24h (CARRENO,
et al., 2005) com PRL. No caso dos timdcitos, apés a obtencéo destas células
de maneira estéril a partir da maceracdo dos timos dos camundongos, 0S
timécitos foram plaqueados em placas de 24 pocos e tratados durante 1, 3 ou 6
horas com PRL.

4.6 Ensaio da viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pela analise de reducéo de
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difeniltetrazdlio]. Neste ensaio
observa-se quantitativamente a viabilidade celular através da reducdo do MTT
na mitocondria de células viaveis. Em uma placa de 24 pocos foram cultivados
2,5 x 10° timécitos ou 2 x 10° células epiteliais timicas (linhagem 2BH4) por
poco durante 24 horas em estufa de CO, e 37°C. Foram utilizados como
controles do experimento RPMI suplementado, acrescidos de 10 % de soro
bovino fetal (SBF) e 10 M de L-glutamina, 40 mg/ml de gentamicina (1mg/ml) e
tween 3% (controle de morte celular). As células foram tratadas com prolactina
por 24 horas nas concentracfes de 10, 50, 100, 500 e 1000 ng/mL. Timécitos
ou células epiteliais timicas néo tratadas, submetidos as mesmas condicfes de
umidade e temperatura foram utilizados como controle dos experimentos. Em
seguida, uma solucdo de MTT (5mg/mL) foi adicionada a cada poco e a placa
foi novamente incubada em estufa de CO, por mais 4 horas. Logo apés, a
placa foi centrifugada por 5 minutos (1500 rpm), o sobrenadante foi desprezado
e adicionado a cada poc¢o 150 pL de DMSO (dimetilsulféxido) seguido da leitura

em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm.
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4.7 Ensaio de citometria de fluxo

Para determinar o fenétipo dos timoOcitos quanto a expressao das
moléculas de superficie celular foram utilizados anticorpos monoclonais anti-
com APC FITC
isothiocyanate), anti-CD8 acoplado a PerCP (Peridin Chlorophyli Protein) para

CD4 marcados (Allophycocyanin) ou (fluorescein
identificar o fen6tipo CD4/CD8 dos timécitos, anticorpos monoclonais anti-
CD49e (VLA-5/cadeia a5) e anti-CD49f (VLA-6/ cadeia a6) marcados com PE
(Phycoerythrin) para avaliar a expressdo de receptores integrinas para
moléculas da matriz extracelular, fibronectina e laminina, respectivamente,
anticorpo  monoclonal anti-CXCR4 marcado com PE para identificar a
expressdo do receptor da quimiocinas CXCL12. Os isotipos controles IgG1,
IlgG2a e 1gG2b (conjugados aos seus respectivos fluorocromos) foram

utilizados como controles negativos (Tabela 1).

Tabela 1. Anticorpos e seus respectivos fluorocromos

Marcadores Anticorpo Fluorocomo Marca
Subpopula¢cdes | Anti-CD4 APC BD
de FITC eBioscienc
timécitos Anti-CD8 PerCP eBioscienc
Integrinas Anti-CD49e PE eBioscienc
Anti-CD49f PE eBioscienc
Receptor Anti-CXCR4 PE BD
de quimiocina
lgG2a APC eBioscienc
Isotipos PE eBioscienc
controles APC eBioscienc/BD
l9G2b FITC eBioscienc
PE eBioscienc/BD

Fonte: autor

Timocitos frescos ou tratados com PRL na concentracdo de 10 ng/mL

foram colocados em placas de 96 pocos de fundo “U”, em uma densidade de
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2x10° células/poco. Apés serem lavados com PBS e centrifugados a 1500 rpm
durante 5 minutos a 4°C, as células foram incubadas com anticorpo especifico,
por 20 minutos, a 4°C, no escuro. Apds a devida incubacao, as células foram
lavadas com PBS/SBF 4%, centrifugadas e posteriormente fixadas com
formaldeido 2%. As leituras foram realizadas em citbmetro de fluxo
(FACSCanto Il, BD) e os dados obtidos foram analisados através do software
WinMDI verséo 2.8.

4.8 Ensaio de Imunofluorescécia

4.8.1 Imunocitoquimica

Ap6s o cultivo de 2x10* células estromais ou epiteliais timicas na lamina
tipo labtek por 16 horas, as CETc ou TECs (linhagem 2BH4) foram tratadas
com PRL na concentracdo de 10 ng/mL ou RPMI 2% por 24 horas e em
seguida lavadas em PBS, fixadas com metanol por 10 minutos e submetidas a
técnica de imunofluorescéncia indireta, onde, as CETc ou TECs foram pre-
incubadas por 30 minutos com PBS-BSA 1%. Em etapa conseguinte, as
células em diferentes laminas, foram incubadas com os anticorpos primarios:
anti-fibronectina  (Sigma); anti-laminina  (Sigma); anti-pan-citoqueratina
(eBioscienc), anti-citoqueratina-5 (eBioscienc) ou anti-citoqueratina-8
(eBioscienc) ou anti- CXCL12 (eBioscienc) durante 1 hora em camara Umida, a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS
e incubadas durante 45 minutos com anticorpo secundario produzidos em
cabra anti-lg de coelho (GAR) conjugado ao fluorocromo FITC (Sigma) e
diluido em PBS (1:100). Posteriormente, as células foram novamente lavadas
em PBS, incubadas com DAPI por 10 minutos e as laminas montadas em
glicerol e PBS (1:3). Depois de cobertas com laminula de vidro, as laminas
foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia e as fotomicrografias foram
obtidas através da camara Nikon modelo DS-Ril (Microscépio Nikon Eclipse
50i). A intensidade de fluorescéncia foi determinada em pixels e quantificada

pelo programa Image J 1.44.
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4.8.2 Imunohistoquimica

O timo de fémeas lactantes ou do grupo controle, foi incluido em tissue-
tek (polimero inerte), montado em um criomolde, e congelado a -80 °C.
Posteriormente, o timo congelado foi submetido a cortes em criostato a - 25 °C,
onde finas secgdes (10 um) foram obtidas e recolhidas em laminas de vidro. As
amostras foram fixadas com acetona e submetidas a técnica de
imunofluorescéncia indireta, na qual, as laminas com os cortes foram pré-
incubados por 30 minutos em solucao de bloqueio para sitios inespecificos
(PBS contendo 1% de BSA e 20% de soro de camundongo). Terminado o
blogueio, os cortes foram incubados com o anticorpo primario especifico para
CXCL12 (eBioscienc), adequadamente diluidos em PBS (1:50). As laminas
foram mantidas em camara umida e escura, a temperatura ambiente, por 1
hora. Em seguida, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS e incubados
durante 45 minutos com anticorpo secundario GAR-FITC (Sigma), diluidos em
PBS na concentracdo de 1:100. Posteriormente, os cortes foram novamente
lavados com PBS e a laminas montadas em glicerol e PBS (1:3). Depois de
cobertas com laminula, as laminas foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia (Nikon eclipse 50i). A intensidade de fluorescéncia foi

determinada em pixels e quantificada pelo programa Image J 1.44.

4.9 Marcacdao direta para citoesqueleto de F-actina

Ap6s o cultivo de 2 x 10* CETc ou TECs (linhagem 2BH4) na lamina tipo
labtek por 16 horas, estas células foram tratadas com PRL 10ng/mL ou RPMI
2% por 24 horas e em seguida lavadas em PBS, fixadas em 4% de
paraformaldeido em PBS e permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 por 5
minutos. Em seguida, as células foram marcadas para F-actina pela coloracéo
direta com faloidina-FITC (Sigma) durante 1 hora. Posteriormente, as células
foram novamente lavadas em PBS, incubadas com DAPI e as laminas
montadas em glicerol e PBS (1:3). Depois de cobertas com laminula de vidro,
as laminas foram avaliadas por de microscopia de fluorescéncia e as

fotomicrografias foram obtidas utilizando camara Nikon modelo DS-Ril
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(Microscopio Nikon Eclipse 50i). A intensidade de fluorescéncia foi determinada

em pixels e quantificada pelo programa Image J 1.44p.
4.10 Ensaio de Adesao celular

Foi utilizado para avaliar o efeito da prolactina na capacidade adesiva
dos timocitos em CETc e TECs (linhagem 2BH4). Para a realizacdo deste
ensaio, 2 x 10* CETc e TECs foram cultivadas em frascos de 25 cm? na
presenca de meio RPMI-SBF 10%, durante 16 horas em estufa de CO, a 37°C
para adesao celular. Posteriormente, em meio RPMI-SBF 2%, foram tratadas
ou nao (controle) com PRL 10 ng/mL por 24 horas. Ap6s o periodo de
tratamento, foi realizada a co-cultura por 1 hora das CETc e TECs com
timécitos frescos (na proporcao de 50 timocitos/CETc ou TECs). Em seguida,
por meio de lavagens com PBS a temperatura ambiente, os timocitos néo-
aderentes foram delicadamente removidos. Os timocitos aderidos as CETc ou
TECs foram recolhidos, por meio de lavagens com PBS gelado, e
guantificados. Posteriormente, com objetivo de determinar o fenotipo dos
timécitos aderidos foram marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 para a

analise por citdmetro de fluxo.
4.11 Ensaio de migracao celular
4.11.1 Migracao frente as células estromais timicas

Os ensaios de migracdo de timécitos in vitro foram desenvolvidos
utilizando-se o sistema “transwell”, empregando insertos com membranas de
policarbonato de 6,5 mm de diametro e poros de 5 ym, em placas de 24 pocos.
Inicialmente CETc e CETs (linhagem 2BH4) foram plaqueadas 10* células/poco
na presenca ou auséncia de prolactina (10 ng/mL) e apés 24 horas foram
realizados os ensaios de migracdo propriamente ditos. O meio de cultura
destas células néo foi substituido para a inser¢cao dos transwells. Para tal, as
membranas de transwell foram incubadas por 45 minutos em estufa com CO; a
37°C, com solucéo de PBS-BSA 0,1%. Posteriormente, os transwells foram

inseridos aos pocos da placa de 24 pocos e timécitos frescos (2x10°) foram
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adicionados na camara superior. Na camara inferior, foi adicionada a
quimiocina CXCL12 (200ng/mL) na cultura de células estromais. Apos 3 horas
a 37°C em incubadora de CO2, as células migrantes depositadas na camara
inferior foram coletadas e contadas. A fim de determinar as subpopula¢gdes dos

timécitos migrantes, essas células foram submetidas a andlise citofluorimétrica.
4.11.2 Migracéao frente a quimiocina

Para analisar a migracdo de timocitos frescos obtidos de fémeas
lactantes frente a quimiocina CXCL12, foram realizados ensaios utilizando o
sistema de “transwell” empregando insertos com membranas de policarbonato
com 6,5 mm de didmetro e poros de 5 uym. Os insertos tiveram suas
membranas blogueadas com PBS-BSA 0,1% por 45 minutos a 37°C em estufa
com 5% de CO2. Ap6s o bloqueio, foi adicionado aos pocgos inferiores das
camaras meio de cultura (RPMI/BSA 1%) com CXCL12 na concentracéo
200ng/mL. Os timécitos (2x10° em 100 yL de RPMI/BSA 1%) foram colocados
na parte superior da camara. Apos 3 horas a 37°C em incubadora de CO,, as
células migrantes depositadas na camara inferior foram coletadas e contadas.
A fim de determinar as subpopulacfes dos timocitos migrantes, essas células

foram submetidas a analise citofluorimétrica.
4.12 Analise Estatistica

Para as analises estatisticas dos dados obtidos foram utilizados o teste t
de Student ou one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os valores foram
representados pela média = erro padrdo da média (EPM). Parta a confeccao
dos graficos foi utilizado o programa de computador GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1 Identificagc&o de células epiteliais no estroma timico

Na caracterizagdo das CETc realizada por citometria de fluxo, cerca de
76% s&o células epiteliais (VIEIRA-ARAUJO, 2017). Neste estudo, foi realizado
uma caracterizagdo por imunocitoquimica para avaliar a expressdo das
seguintes moléculas: pan-citoqueratina para células epiteliais timicas (TECs),
citoqueratina 5 para célula epitelial timica medular (nTEC) e citoqueratina 8
para célula epitelial timica cortical (cTEC) (Figura 8)

Figura 8. Caracterizacéo das células epiteliais timicas presentes nas CETc.

10um
10pm

Fotomicrografias representativas mostram a presenca de citoqueratina por imunofluorescéncia.
Citoqueratina especificas para todo o epitélio timico (pan-citoqueratina’). Citoqueratina
especifica para o epitélio timico medular (citoqueratina 57). Citoqueratina especifica para o
epitélio timico cortical (citoqueratina 8%). As células positivas apresentam marcacio em verde.
Os ndcleos marcados em azul (DAPI). As fotomicrografias sdo representativas de dois
experimentos independentes. Magnitude de 400X.

Citoqueratina 5 Pan Citoqueratina

Citoqueratina 8
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Foi observado que a maioria das células do estroma foram positivas
para pan-citoqueratina. Ainda, foram identificadas células que expressavam a
citoqueratina 5 ou a citoqueratina 8, confirmando seu fenétipo medular ou

cortical, respectivamente.

5.2 Efeito da prolactina sobre a viabilidade de timodcitos e de células
epiteliais timicas

Para avaliar o efeito da PRL sobre a viabilidade dos timécitos e das
células epiteliais timicas (linhagem 2BH4) foi realizado o ensaio de viabilidade
celular por MTT. Como demonstrado na figura 9, os resultados indicam que o
tratamento com a prolactina nas diferentes concentracdes (10, 50, 100, 500 e
1000 ng/mL) por 24 horas, aumentou significativamente a viabilidade dos
timocitos e ndo interferiu com a viabilidade das TECs (linhagem 2BH4),
sugerindo auséncia de efeitos citotoxicos. Considerando que a prolactina na
concentracdo de 10 ng/mL aumentou e nao alterou a viabilidade das timocitos
e células epiteliais timicas, respectivamente, esta concentracéo foi utilizada nos

ensaios posteriores.

Figura 9. Viabilidade de timocitos e de células epiteliais timicas apoés

tratamento com prolactina.
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As células foram tratadas com prolactina nas concentragfes de 10, 50, 100, 500 e 1000 ng/mL
durante 24 horas. Células sem tratamento foram utilizadas como controle. Detergente tween foi
utilizado como controle de morte celular e a viabilidade foi determinada pelo ensaio de MTT. As
barras representam média + EPM (n=4). * p< 0,05. Valores estatisticamente significativos em
relacdo aos grupos controles. One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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5.3 A prolactina modula a deposicdo de moléculas de matriz extracelular
por células estromais (CETc) e células epiteliais timicas (linhagem 2BH4)

Com o proposito de avaliar a influéncia da PRL (10 ng/mL), na
deposicdo de moléculas da matriz extracelular nas CETc e TECs (linhagem
2BH4), utilizou-se o ensaio de imunofluorescéncia indireta, com marcadores
especificos para fibronectina e laminina. Células ndo tratadas foram
consideradas controles.

Em CETc, no que se refere a deposicao de fibronectina, ndo foi possivel
observar alteracdo desta glicoproteina nas células tratadas com PRL, quando
comparadas ao grupo controle (Figura 10A). A quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia confirmou que o tratamento nao altera deposicao de fibronectina
guando comparado ao grupo controle (Figura 10B).

Em células epiteliais timicas (linhagem 2BH4) constatou-se pela analise
gualitativa (Figura 11 A) e quantitativa (Figura 11B) que o tratamento com a

PRL também néo foi capaz de alterar a deposicao de fibronectina.
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Figura 10. A prolactina ndo altera a deposicdo de fibronectina por células

estromais timicas.

A Controle

251

204

154

104

Intensidade de Fluorescéncia/ pixel

As CETc do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A) Fotomicrografias
representativas mostram a deposicao de fibronectina. Em verde esti marcada a fibronectina e
em azul, o ntcleo. Aumento 200x. (B) Quantificagcdo em pixels da intensidade de fluorescéncia.
As barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de 15
fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. A analise estatistica foi feita com o teste t.
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Figura 11. A prolactina ndo altera a deposicéo de fibronectina por células
epiteliais timicas.
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As TECs (linhagem 2BH4) do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A)
Fotomicrografias representativas mostram a deposicao de fibronectina. Em verde estd marcada
a fibronectina. Aumento 400x. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As
barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de 15
fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. A andlise estatistica foi feita com do teste t.

Em relacdo a laminina em CETc, conforme demonstrado na Figura 12A,
foi observado pela analise qualitativa um aumento da deposicdo desta
glicoproteina pelas CETc, quando tratadas com PRL e comparadas ao grupo
controle. A guantificacdo da intensidade de fluorescéncia confirmou que o
tratamento aumenta (12%) a deposicdo de laminina quando comparado ao
grupo controle (Figura 12B). Em TECs (linhagem 2BH4), o mesmo efeito foi
observado, no qual constatou-se pela analise qualitativa (Figura 13 A) e
guantitativa (Figura 13B) que o tratamento com a PRL foi capaz de aumentar
de forma significativa (34%) a deposi¢éo de laminina.
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Figura 12. A prolactina aumenta a deposi¢cdo de laminina por células estromais

timicas

A Controle PRL

Intensidade de Fluorescéncia/ pixel

CTR PRL

As CETc do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A) Fotomicrografias
representativas mostram a deposi¢cdo de laminina. Em verde esta marcada a laminina e em
azul, o ndcleo. Aumento 200x. (B) Quantificagdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As
barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de 15
fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. (*) p< 0,05 estatisticamente significativo em
relagdo ao grupo controle. A analise estatistica foi feita com o teste t.
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Figura 13. A prolactina aumenta a deposi¢cdo de laminina por células epiteliais

timicas.
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As TECs (linhagem 2BH4) do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A)
Fotomicrografias representativas mostram a producéo de laminina. Em verde esta marcada a
laminina. Aumento 400x. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As
barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de 15
fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. (*) p< 0,05 estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle. A analise estatistica foi feita com o teste t.

5.4 A Prolactina aumenta a expressao da quimiocina CXCL12 em

células estromais e células epiteliais timicas

Com o objetivo de avaliar a expressdo da quimiocina CXCL12 em

células estromais e células epiteliais timicas ap0s tratamento com prolactina
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(10 ng/mL), CETc e TECs (linhagem 2BH4) foram plaqueadas, tratadas por 24
horas, fixadas e marcadas com anticorpos anti-CXCL12. Células néo tratadas
foram consideradas controles.

Em relacdo as CETc, conforme demonstrado na Figura 14A, foi
observado pela analise qualitativa um aumento (18%) da marcacao da
quimiocina CXCL12, quando estas ceélulas foram tratadas com PRL e
comparadas ao grupo controle. A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia
confirmou que o tratamento estimula de forma significativa a producdo desta
qguimiocina nas CETc quando comparada ao grupo controle (Figura 14B).
Resultado semelhante foi constatado na linhagem celular de TECs (Figura
15A,B), na qual foi possivel observar pela analise qualitativa e quantitativa um
aumento (135%) da marcacdo da quimiocina CXCL12, quando estas células
foram tratadas com PRL e comparadas ao grupo controle.
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Figura 14. A prolactina aumenta a expressao da quimiocina CXCL12 em

células estromais timicas.
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As CETc do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A) Fotomicrografias
representativas mostram a marcagdo de CXCL12. Em verde estd marcada a CXCL12 e em
azul, o ndcleo. Aumento 400x. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As
barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de 12
fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. *p< 0,05 estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle (CTR). A andlise estatistica foi feita com do teste t.
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Figura 15. A prolactina aumenta a expressao da quimiocina CXCL12 em

células epiteliais timicas.

A Controle

200004

150004

100004

Inte nsidade de Fluorescancial pisel

CTR PRL

As TECs (linhagem 2BH4) do grupo controle e tratadas com PRL (10 ng/mL) por 24 horas. (A)
Fotomicrografias representativas mostram a marcacdo de CXCL12. Em verde esta marcada a
CXCL12 e em azul, o ndcleo. Aumento 400x. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de
fluorescéncia. As barras representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia a partir de
12 fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. *p< 0,05 estatisticamente significativo em
relagdo ao grupo controle. A analise estatistica foi feita com o teste t.
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5.5 Efeito da prolactina no citoesqueleto de F-actina em células estromais

e células epiteliais timicas

Com o objetivo de investigar se a PRL esta envolvida na polimerizacao
do citoesqueleto de F-actina em CETc e TECs (linjagem 2BH4), foi realizada a
marcacao direta da F-actina por faloidina. Células néo tratadas foram utilizadas
como controle.

Foi constatado que as CETc do grupo controle apresentara-se mais
espraiadas, com maior volume citoplasmatico, evidenciando lamelipédios
largos e fibras de estresse paralelas ao eixo celular. No grupo tratado com
PRL, as células mostraram o citoesqueleto de F-actina mais alongado,
evidenciando uma morfologia fusiforme, com menos ramificacfes, citoplasma

mais condensado e lamelipddios menos evidentes (Figura 16).

Figura 16. Efeito da prolactina no citoesqueleto de F-actina em células

estromais timicas

Controle PRL

As CETc foram tratadas com prolactina na concentragéo de 10 ng/mL durante 24h. Células nédo
tratadas foram utilizadas como controle. Com o uso de faloidina foi possivel marcar o
citoesqueleto (em verde) e observar as alteracdes nos lamelipddios (circulos), fibras de
estresse (setas vermelhas) e alongamento celular induzidas pelo tratamento por 24 horas com
PRL. Barra de escala= 10um.

Em relacdo as TECs (linhagem 2BH4) foi constatado no grupo controle
gque estas apresentaram-se com morfologia arredondada, pouco volume

citoplasmatico e filopddios evidentes. No grupo tratado com PRL, as células
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mostraram o citoesqueleto de F-actina mais alongado, evidenciando uma
morfologia fusiforme, citoplasma mais condensado, com evidentes filopodios e
lamelipddios, além de complexos de adeséo focal bastante evidentes (Figura
17).

Figura 17. Efeito da prolactina no citoesqueleto de F-actina em células

epiteliais timicas.

Controle PRL

10pm

As TECs (linhagem 2BH4) foram tratadas com prolactina na concentracao de 10 ng/mL durante
24h. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Com o uso de faloidina foi possivel
marcar o citoesqueleto (em verde) e observar as alteragdes nos lamelipddios (circulos),
filopodios (seta branca) e complexos de adesédo focal (seta amarela) induzidos pelo tratamento
por 24 horas com PRL. Barra de escala= 10um.

5.6 Efeito da prolactina sobre a expressao das integrinas VLA-5 e VLA-6

em timocitos

A interacdo de moléculas de matriz extracelular com os timécitos ocorre
por meio da ligacdo de receptores da superficie celular com os ligantes da
matriz. Assim, despertou-se o interesse em avaliar a expressdo de receptor
para a fibronectina, o CD49e (cadeia alfa da integrina a5B1/VLA5) e de
receptor para a laminina, o CD49f (cadeia alfa da integrina a6B1/VLAG6), na
superficie dos timoécitos por citometria de fluxo.

Foi constatado que um alto percentual de timdcitos totais e nas
diferentes subpopulacfes expressaram em sua superficie VLA5 e VLAG6
conforme mostrado nas figuras 18 e 19, respectivamente. O tratamento com

prolactina na concentragdo de 10 ng/mL, ndo alterou o percentual de células
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gue expressam VLA-5 (Figura 18) e VLA-6 (Figura 19) em nenhum dos tempos

testados (1h, 3h, 6h) quando comparado ao controle.

Figura 18. Efeito da prolactina na expresséo da integrina VLA-5 na superficie

de timdcitos totais e suas subpopulaces.
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Timdcitos foram tratados ou ndo com prolactina (10 ng/mL) por 1, 3 ou 6 horas e analisados
por citometria de fluxo. As barras representam média + EPM do percentual de timdcitos totais e
suas subpopulacdes que expressam a integrina VLA-5. n=5 por grupo. A analise estatistica foi
realizada com one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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Figura 19. Efeito da prolactina na expressao da integrina VLA-6 na superficie

de timdcitos totais e suas subpopulagdes.
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Timdcitos foram tratados ou ndo com prolactina (10 ng/mL) por 1, 3 ou 6 horas e analisados
por citometria de fluxo. As barras representam média + EPM do percentual de timdcitos totais e
suas subpopulacdes que expressam a integrina VLA-6. n=5 por grupo. A analise estatistica foi
realizada com one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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5.7 Efeito da prolactina na expressdo do CXCR4 em timoécitos

Para avaliar a expressdo do receptor da quimiocina CXCL12 em
timécitos apés o tratamento com PRL por 1 hora, as células foram marcadas
com anticorpo anti-CXCR4, e posteriormente a andlise foi realizada por
citometria de fluxo. Timécitos ndo tratados foram utilizados como controle.

Foi possivel observar um aumento da expressdo do CXCR4 no
percentual de timdcitos totais quando comparado ao grupo controle. Quando foi
avaliada a expressdo do CXCR4 nas diferentes subpopula¢cdes de timdcitos,
observou-se que ha um aumento no percentual de timocitos duplo positivo e
simples positivo CD4" quando comparados ao grupo controle. Ndo houve
alteracao na expressao deste receptor nos timoécitos duplo negativo e simples
positivo CD8" (Figura 20).

Figura 20. Efeito da prolactina na expressao do CXCR4 em timdcitos
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Timdcitos tratados ou ndo com prolactina (10 ng/mL) por 1 hora. Os gréaficos mostram a
expressdo do CXCR4 na superficie de timdcitos totais e nas subpopulagbes de timdcitos
definidas por CD4 e CD8, analisadas por citometria de fluxo, em termos de porcentagem de
células que expressam o receptor. Os resultados estao representados sob a forma de média
+ EPM. A andlise estatistica foi realizada com teste t. * P< 0,05 vs CTR. n=6 por grupo.
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5.8 Efeito da prolactina sobre a ades&o de timocitos as células estromais
e células epiteliais timicas

As CETc e as CETs (linhagem 2BH4) foram pré-tratadas com PRL (10
ng/mL) para avaliar o efeito sobre estas células no processo de adesédo com o0s
timocitos.

Em relacédo as CETc, apos uma hora de adeséao, os timdcitos aderentes
foram contados e foi observado que a PRL estimulou de forma significativa um
aumento no numero de timdcitos totais aderidos ao estroma. Este resultado
também foi observado nas subpopulacgdes duplo positivo (CD4"CD8") e simples
positivo (CD8") (Figura 21).

Figura 21. A prolactina estimula a adesdo de timoécitos as células estromais

timicas.
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As CETc foram pré-tratadas com PRL (10 ng/mL) e os timdécitos foram submetidos a adeséo
por uma hora. Os timdécitos aderentes foram recolhidos, contados e marcados para citometria.
PRL aumentou significativamente o nimero de timécitos e nas subpopulagbes duplo positivo e
CD8". Barras representam a média + EPM. n=6, *p<0,05; em relagéo ao controle. A analise
estatistica foi feita com do teste t.
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Em relagdo ao epitélio timico (linhagem 2BH4), o pré-tratamento das
TECs com PRL na concentragdo de 10 ng/mL ndo interferiu no nimero de
timécitos totais aderidos as células epiteliais quando comparado ao grupo
controle, assim como ndo alterou o numero de células nas diferentes

subpopulacdes de timocitos (Figura 22).

Figura 22. A prolactina ndo altera a adesé@o de timocitos as células epiteliais

timicas
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As TECs (linhagem 2BH4) foram pré-tratadas com PRL (10 ng/mL) e os timécitos foram
submetidos a adesdo por uma hora. Os timdcitos aderentes foram recolhidos, contados e
marcados para citometria. Barras representam a média + EPM. n=5. A andlise estatistica foi
feita com do teste t.
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5.9 Efeito da prolactina sobre a migracao de timocitos frente as células

estromais e epiteliais timicas

A capacidade migratéria de timécitos foi avaliada em sistema de
transwell. Para isso, as CETc e as TECs (linhagem 2BH4) foram plaqueadas e
pré-tratadas ou ndo com PRL (10 ng/mL), por 24 horas. Apos este periodo foi
adicionada ou nao, a quimiocina CXCL12 (200 ng/mL) no meio condicionado
presente na camara inferior do transwell e na camara superior foram inseridos
os timécitos. Apés 3 horas de migracdo, os timoOcitos migrantes foram
recolhidos, contados, marcados com anticorpos e analisadas por citometria de
fluxo.

Ao analisar a migragéo frente as CETc do numero absoluto de timocitos
totais migrantes, foi observado que o pré-tratamento com PRL (10 ng/mL) foi
capaz de aumentar o numero total de timécitos migrantes quando comparado
ao grupo controle. Este aumento também foi observado na presenca da
guimiocina isolada ou na combinacdo com a PRL. Ainda, foi observado um
aumento significativo na migracédo de timécitos totais na presenca da CXCL12
em combinacdo com a PRL quando comparado ao grupo PRL (Figura 23A).

Quando foram avaliadas as subpopulacdes, verificou-se que em
timocitos duplo positivo e timécitos CD8" ocorreu um aumento no nimero de
células migrantes na presenca da CXCI12 em combina¢do com a PRL quando
comparado ao grupo controle. Em relacdo aos timécitos duplo positivo este
aumento também foi observado quando comparado ao grupo PRL.
Interessante notar que somente na subpopulagdo CD8" ocorreu um aumento
significativo de células migrantes no grupo PRL quando comparado ao grupo
controle (Figura 23B).

Ao analisar a migracao frente as TECs (linhagem 2BH4) do namero
absoluto de timdcitos totais migrantes, foi observado que o pré-tratamento com
PRL (10 ng/mL) sem a presenca da CXCL12 nédo foi capaz de aumentar o
namero total de timdcitos migrantes quando comparado ao grupo controle. A
presenca da CXCL12 foi capaz de aumentar o numero total de timocitos
migrantes quando comparado ao grupo controle e ao grupo PRL. Ainda, foi

observado um aumento significativo na migracdo de timocitos totais na
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presenca da CXCL12 em combinacdo com a PRL quando comparado aos
demais grupos (CTR, PRL e CXCL12) (Figura 24A).

Quando foram avaliadas as subpopulacdes migrantes, verificou-se que
em timocitos duplo positivo e timécitos CD8" ocorreu um aumento no nimero
de células migrantes na presenca da CXCL12 isolada ou em combinacdo com
a PRL quando comparado ao grupo controle e ao grupo PRL. Interessante
notar que nas subpopulacdes duplo positivo e CD8" ocorreu um aumento
significativo de células migrantes no grupo PRL+CXCL12 quando comparado
ao grupo somente com a CXCL12. Ainda, foi observado um aumento
significativo na migracdo das células CD4" do grupo PRL+CXCL12 quando

comparado ao grupo controle (Figura 24B).
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Figura 23. Efeito da prolactina sobre a migracdo de timoécitos frente as células

estromais timicas.
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As CETc foram pré-tratados com PRL (10 ng/mL) e a migracao foi desenvolvida por 3 horas.
Em A, é mostrado o ndmero total de timécitos migrantes. Em B, o numero absoluto das
subpopulagdes de timécitos definidas por CD4 e CD8, analisadas por citometria de fluxo. As
barras representam médias + EPM. A andlise estatistica foi feita com do teste ANOVA, seguido
do teste de Tukey. n=6, * p<0,05 em relacdo ao controle, * p<0,05 em relacéo a PRL.
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Figura 24. Efeito da prolactina sobre a migracdo de timdcitos frente as células

epiteliais timicas
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As TECs (linhagem 2BH4) foram pré-tratadas com PRL (10 ng/mL) e a migracdo foi
desenvolvida por 3 horas. Em A, é mostrado o nimero total de timécitos migrantes. Em B, o
ndmero absoluto das subpopulacdes de timécitos definidas por CD4 e CD8, analisadas por
citometria de fluxo. As barras representam médias + EPM. A andlise estatistica foi feita com
do teste ANOVA, seguido do teste de Tukey. n=6, * p<0,05 em relacdo a CTR e PRL, *
p<0,05 em relagéo a CTR, PRL e CXCL12, & p<0,05 em relagdo a CTR.
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5.10 Expressdo da quimiocina CXCL12 no microambiente timico de

camundongos fémeas lactantes

Considerando os altos niveis de PRL durante a lactacdo, buscou-se
avaliar a expressao da quimiocina CXCL12 no microambiente timico de fémeas
lactantes (LCT) e nao lactantes (controles-CTR). Para isso, utilizou-se o ensaio
de imunofluorescéncia indireta em cortes congelados do timo com anticorpo
especifico para a quimiocina CXCL12.

Foi constatado pela andlise qualitativa que o timo proveniente de fémeas
nao-lactantes (controle) expressa a quimiocina CXCL12 tanto na regido
cortical, quanto na regido medular. J& o timo proveniente de fémeas lactantes
apresentou uma maior expressao da quimiocina tanto na regiado cortical como
também na regido medular quando comparado ao grupo controle conforme
mostrado na figura 25 A.

A quantificagdo da intensidade de fluorescéncia confirmou que a
lactacdo estimulou de forma significativa a expressdo da quimiocina CXCL12

guando comparado ao grupo controle (Figura 25 B).
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Figura 25. Expressdo da quimiocina CXCL12 no microambiente timico de

camundongos fémeas lactantes
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Timo de camundongos fémeas lactantes (LCT) e ndo lactantes (CTR) submetidos ao ensaio de
imunofluorescéncia. (A) Fotomicrografias representativas mostram em verde a marcacdo de
CXCL12. C=regido cortical; M= regido medular. Aumento 400x. (B) Quantificacdo em pixels da
intensidade de fluorescéncia. As barras representam média + EPM da intensidade de
fluorescéncia a partir de 10 fotomicrografias tiradas aleatoriamente por grupo. * p< 0,05
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle. A andlise estatistica foi feita com o
teste t.
5.11 Expressdo de CXCR4 em timoécitos de camundongos fémeas
lactantes

Para avaliar a expressdo do receptor da quimiocina CXCL12 em
timécitos frescos provenientes de camundongos fémeas lactantes, as células
foram marcadas com anticorpo anti-CXCR4, e posteriormente a analise foi
realizada por citometria de fluxo. Timécitos de fémeas ndo-lactantes foram

utilizados como controle.
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Foi observado que um alto percentual de timocitos totais e nas
diferentes subpopulagbes expressaram em sua superficie CXCR4 conforme
mostrado na figura 26. Entretanto, ndo foi constatado alteracdo na expressao
do CXCR4 no percentual de timécitos totais e das subpopulagdes, quando
comparados os grupos de fémeas lactantes com as fémeas nao lactantes
(Figura 26).

Figura 26. Expressdo do receptor de quimiocina CXCR4 em timdcitos de

camundongos fémeas lactantes.
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Timécitos obtidos de fémeas controle (CTR) e lactantes (LCT). Os graficos mostram a
expressdo do CXCR4 na superficie de timécitos totais e nas subpopulagbes de timdcitos
definidas por CD4 e CD8, analisadas por citometria de fluxo, em termos de porcentagem de
células que expressam o receptor. Os resultados estdo representados sob a forma de média +
EPM. A andlise estatistica foi realizada com teste t. n=6 por grupo.
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5.12 Efeito da lactacdo na migracdo de timdécitos frente a quimiocina
CXCL12

Para avaliar a capacidade migratoria de timdcitos frescos provenientes
de camundongos fémeas lactantes (LCT) e nédo lactantes (CTR) frente a
quimiocina CXCL12. A capacidade migratoria de timécitos foi avaliada em
sistema de transwell. Apds 3 horas de migracdo, os timocitos migrantes foram
recolhidos, contados, marcados com anticorpos e analisadas por citometria de
fluxo.

Foi constatado um aumento no namero de timdcitos totais migrantes de
LCT quando comparados ao seu CTR (p=0,07). Quando os grupos foram
avaliados na presenca do quimioatraente, a CXCL12, observou-se um aumento
significativo das células totais migrantes em relacdo aos seus respectivos
controles. Ainda, foi observado um aumento significativo na migracao de
timécitos totais do grupo LCT na presenca da CXCL12 quando comparado aos
demais grupos (Figura 27A)

Quando foram avaliadas as subpopulacdes, verificou-se um aumento
significativo de células migrantes em todas as subpopulacdes de timocitos
provenientes de LTC quando na presenca da CXCL12. Nos timoécitos duplo
positivo este aumento também foi observado nos timécitos das fémeas CTR na
presenca da CXCL12. Em relagédo a subpopulagcdo CD8" ocorreu um aumento
de células migrantes de LCT quando comparados ao seu CTR (p=0,06).
Quando os grupos foram avaliados na presenca do quimioatraente, observou-
se um aumento significativo dos timécitos CD8™ migrantes em relagdo aos seus
respectivos controles e este aumento foi evidenciado no grupo LCT na
presenca da CXCL12 (Figura 27B).
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Figura 27. Efeito da lactacdo na migracdo de timdcitos frente a quimiocina
CXCL12.
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Os timacitos de animais controles (CTR) e lactantes (LCT) foram submetidos a migracéo por 3
horas. Em A, é mostrado o nimero total de timécitos migrantes. Em B, o nimero absoluto das
subpopulagdes de timécitos definidas por CD4 e CD8, analisadas por citometria de fluxo. As
barras representam médias + EPM. A andlise estatistica foi feita com do teste ANOVA, seguido
do teste de Tukey. n=5, * p<0,05 em relacdo ao CTR, * p<0,05 em relagdo ao LCT e ao
CTR+CXCL12, & p<0,05 em relacédo ao LCT.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo abordamos questbes relacionadas a participacdo da PRL
nos compartimentos linfoide e estromal do microambiente timico, procurando
assim esclarecer questdes sobre o papel deste hormoénio na fisiologia do timo.
Os resultados evidenciaram que a PRL exerce efeitos sobre as células estromais
timicas, células epiteliais timicas (linhagem 2BH4) e sobre os timécitos como foi
demonstrado pela modulacédo da expresséo de ligantes de matriz extracelular e
guimiocina; reorganizacao do citoesqueleto; alteracdo na adesao de timdcitos as
células estromais e aumento no nimero de timocitos migrantes.

Tanto o desenvolvimento quanto a funcdo do sistema imunoldgico
envolvem interagbes complexas entre células linfoides e células estromais que
constituem o microambiente timico (ANDERSON et al.,, 1996). Estudos
demonstraram que a técnica do explante timico permitiu o estabelecimento de
culturas celulares, compostas de uma mistura celular com predominancia de
células epiteliais e fibroblastos (CHAUDHARY et al., 2013; WANG et al., 2015).

Neste contexto, nosso estudo demonstrou que o modelo experimental
desenvolvido, utilizando cultura primaria para mimetizar o microambiente timico,
foi capaz de preservar os componentes epiteliais do timo, tanto as cTECs quanto
as mTECs (Figura 8) o que foi demonstrado pela expresséo das citoqueratinas 5
e 8, fato relevante, visto que as TECs sdo componentes essenciais do
microambiente timico, 0 que é necessario para o desenvolvimento dos timoécitos
e estabelecimento da tolerancia aos peptideos préprios, como 0s demais
componentes celulares nao epiteliais, presentes no timo, os fibroblastos,
macrofagos e células dendriticas, componentes estes essenciais para 0S
processos de migracdo e diferenciacdo de timocitos (BLACKBURN; MANLEY,
2004).

Neste estudo, a PRL na concentracdo de 10 ng/mL n&o alterou a
viabilidade de TECs (linhagem 2BH4) e foi capaz de aumentar a viabilidade dos
timécitos (Figura 9). Assim, a concentracdo da PRL estabelecida para o estudo
foi de 10 ng/mL, ndo apenas pelo seu efeito na viabilidade celular, mas também
foi demonstrado em estudos anteriores que esta concentracdo estimulou a
adesao de células mononucleadas de sangue periférico humano (PBMC) em

células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) através das integrinas
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VLA-4 e LFA-1 (MONTES DE OCA et al., 2005). Ainda, esta mesma
concentragéo foi capaz de estimular in vitro a producao de timulina por TECs
humanas e murinas e a proliferacdo de TECs (DARDENNE et al., 1989), bem
como favorecer a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de timdcitos
(CARRENO et al., 2005).

Diversos tipos celulares, respondem a sinais da matriz extracelular, bem
como a sinais hormonais (GLUKHOVA; STREULI, 2013). No caso, de sinais da
PRL, a regulacdo da MEC depende do fendtipo celular envolvido e das
propriedades desta MEC circundante. Estudos mostram que o envolvimento da
laminina da MEC é crucial para que diferentes tipos celulares, como as células
epiteliais mamarias, por exemplo, respondam a prolactina que por sua vez é
indutora de lactacdo (STREULI; AKHTAR, 2009).

Em nosso estudo, ao se avaliar a influéncia da PRL, na deposi¢cdo de
moléculas da matriz extracelular nas CETc e TECs (linhagem 2BH4), foi
possivel observar que o tratamento com PRL estimulou o aumento da
producdo de laminina (Figuras 12 e 13), em ambas as células, quando
comparados aos grupos controles. Esses dados corroboram a estudos nos
guais o tratamento de TECs com outro horménio, o GH, induziu um aumento
na deposicao de laminina (DE MELLO-COELHO et al., 1997; SMANIOTTO et
al., 2005). Ao ser avaliada a fibronectina, constatou-se que o tratamento néo
alterou sua deposicdo em CETc e TECs. Porém, outros estudos demonstraram
um aumento na deposicdo de fibronectina em cultura primaria de TNCs
derivadas de timo murino quando tratadas com PRL (DE MELLO-COELHO et
al., 1997).

Neste trabalho, quando avaliada a distribuicdo de moléculas de MEC
nas CETc e TECs (linhagem 2BH4), foi mostrado que a expressao de proteinas
da MEC timica pode ser modulada pelo tratamento com PRL. Esses dados,
juntamente com os dados da literatura, sugerem que os componentes da MEC
tém participacdo ativa no microambiente timico, pois permitem a correta
localizacdo dos timécitos em virtude da maior ou menor expressao de
receptores de matriz; e no que se refere a laminina, a PRL modulou
positivamente.

O desenvolvimento e a fungéo dos linfocitos dependem de sua migracao

precisa em resposta a quimiocinas. Estudos mostram que, durante a selegcéo
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timica, a ligacdo da quimiocina CXCL12 ao seu receptor CXCR4 na superficie
dos timécitos, fornece sinais para a migracdo e diferenciacdo de células T.
Sabe-se que a CXCL12 é pleiotropica, atuando também na conducdo de
precursores de células T para microambientes especificos onde h& fatores
necessarios para seu desenvolvimento (TRAMPONT et al., 2010; JANAS et al.,
2009). A literatura mostra que a CXCL12 € expressa seletivamente pela
maioria das células estromais timicas (LUCAS et al., 2017). Desta forma, ao
avaliar a expressdo da CXCL12 em CETc e em TECs (linhagem 2BH4) apés
tratamento com PRL, foi possivel observar um aumento da expresséo desta
guimiocina, quando comparada ao grupo controle em ambas as células
(Figuras 14 e 15). Em concordéancia com nossos resultados, outros hormonios
também séo capazes de modular a expressao de quimiocinas. Por exemplo, o
tratamento com GH aumenta a expressao da quimiocina CXCL12 em TNCs e
no microambiente timico (SMANIOTTO et al., 2005).

Em seguida, foi avaliado o citoesqueleto de actina, que fornece o
principal suporte da célula, e sua organizagcdo € essencial para o movimento
celular. Além disso, sua interagcdo com integrinas e complexos de adeséo focal,
permite 0 movimento celular (DA SILVA et al.,, 2015). Neste sentido, foi
possivel observar em nosso estudo que a organizacao do citoesqueleto de F-
actina das CETc e TECs sob o efeito da PRL (Figuras 16 e 17) apresentou uma
reorganizacdo quando comparado aos controles. Além disso, as TECs
demonstraram a formacdo de estruturas essenciais para 0 processo de
migracdo celular como presenca de numerosos complexos de adesao focal,
lamelipddios e filopodios. Estas alteracdes no citoesqueleto, causados pela
PRL, corroboram aos estudos de Da Silva e colaboradores (2015), no qual a
PRL alterou a distribuicdo dos filamentos de F-actina do citoesqueteto de
células mamarias, e essa remodelacdo ocasionou uma maior migracao de
células no cancer de mama.

Apés avaliar a expressdo de MEC pelas CETc e TECs, foi verificada a
expressao das integrinas VLA-5 e VLA-6 na membrana dos timécitos. Ha cerca
de 24 tipos de integrinas nas células de mamiferos, que reconhecem de
maneira especifica diversos ligantes da matriz extracelular (SUN, et al., 2016).
Foi observado que o tratamento com PRL, n&o alterou o percentual de

timécitos que expressam na sua superficie as integrinas VLAS5 e VLAG6. Estes
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dados corroboram a estudos de Smaniotto e colaboradores (2005), no qual o
GH, ndo alterou a expressdo dos receptores de superficie VLA-5 e VLA-6 nos
timécitos. Ainda, estudos demonstram que as integrinas possuem baixa
afinidade quando expressas em células no estado de repouso, mas podem ser
estimuladas e mediar a adesdo em resposta a quimiocinas e citocinas
(VIELKIND, et al., 2005).

Sabe-se que o desenvolvimento de células T depende de uma rota
migratéria complexa. VAarios receptores de quimiocinas e seus ligantes
influenciam os processos de migracdo de timécitos e, assim, garantem acesso
a microambientes timicos apropriados. Dentre os receptores, pode-se citar o
CXCR4 que é expresso pelos progenitores linfoides T e contribuem para sua
entrada no timo (SCHWARZ et al., 2007) pois sua expressdo altamente
dindmica durante o0 desenvolvimento de timoOcitos, sugere papéis
caracteristicos em estagios de desenvolvimento especificos (LUCAS et al.,
2017).

Estudos mostram que o CXCR4 esta presente na maioria, sendo todos
os timécitos duplo positivos (DP), sugerindo que pode ser um importante
regulador de timadcitos corticais, atuando no posicionamento dos timocitos DP e
na selegédo positiva dos afTCR (LUCAS et al., 2017). Em nosso estudo, foi
possivel observar apds o tratamento com PRL, um aumento da expressao de
CXCR4 no niimero de timécitos duplo positivo e simples positivo CD4" quando
comparados ao grupo controle (Figura 20). De acordo com nosso
conhecimento da literatura, esta é a primeira vez que esta sendo demonstrado
gue a PRL foi capaz de modular a expressdo do CXCR4 na superficie de
timocitos.

A migracdo linfocitaria depende de eventos sequenciais de
adesdo/deadesado celular e existem proteinas da MEC envolvidas nestes
eventos (SAVINO et al., 1991). Neste sentido, buscou-se avaliar se a PRL
poderia modular a adeséo de timécitos as CETc e TECs (linhagem 2BH4). Foi
constatado que o tratamento com PRL induz uma maior adesao de timdcitos as
CETc, tanto dos timdcitos duplo positivo, como dos timécitos SP CD8" quando
comparado ao grupo controle (Figura 21). Entretanto, a PRL nao foi capaz de

interferir na adesao dos timdcitos as TECs (Figura 22).
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Dados da literatura, mostram que o tratamento de TECs (linhagem IT-
76M1) de camundongo BALB/c com PRL ou GH promoveu uma melhora da
adesédo de timocitos, o efeito se deu devido ao aumento das quantidades de
componentes da MEC e suas respectivas integrinas (DE MELLO-COELHO et
al., 1997). Nossos dados sugerem que o tratamento das CETc com PRL
estimulou a liberagcdo de substancias no meio extracelular favorecendo a
adesdo dos timocitos as CETc, resultado que ndo foi observado frente as
células epiteliais timicas (linhagem 2BH4). Estudos futuros serdo necessarios
para melhor compreenséao da participacdo da PRL na adesao CETc/timécitos.

Diante da capacidade da PRL em aumentar a adesdo de timdcitos as
CETc e a importancia das moléculas da MEC no direcionamento dos timécitos
ao longo da maturacao intratimica, o proximo passo foi analisar a migracéo dos
timécitos frente as CETc e as TECs prée-tratadas com PRL, utilizando o ensaio
em camara de transwell e na presenca da quimiocina CXCL12. Sendo assim,
0S nossos resultados mostraram que a PRL foi capaz de aumentar o nimero
total de timoécitos migrantes. Além disso, quando combinamos PRL com a
guimiocina CXCL12 este efeito foi potencializado (Figuras 23 e 24). Em
concordancia com estes resultados, Smaniotto e colaboradores (2005)
mostraram que timocitos derivados de camundongos transgénicos para o GH
migraram mais eficientemente através de camara transwell frente a CXCL12.
Ainda, a migracdo transendotelial de timdcitos pré-tratados com GH foi
aumentada em resposta a CXCL12 (SMANIOTTO et al., 2011).

Cada subpopulacéo de linfocitos em particular, no microambiente timico,
pode exibir um comportamento diferente, pelo menos em relacdo a sua
resposta migratoria (SMANIOTTO et al., 2010). Neste estudo, quando foram
avaliadas as subpopulacfes, verificou-se que em timdcitos duplo positivo e
timocitos CD8" ocorreu um aumento no nimero de células migrantes na
presenca da CXCL12 em combina¢do com a PRL quando comparado ao grupo
controle. Interessantemente, na migracao frente as TECs, foi observado um
aumento no numero de timécitos migrantes na presenca de PRL em
combinagdo com CXCI12 quando comparado ao grupo da CXCL12 isolada
(Figuras 23 e 24). Estes dados suportam a hipétese que a combinacdo de PRL

com quimiocinas estimula a migracdo de timdcitos, sugerindo que
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provavelmente os estimulos combinados aumentam as interacdes celulares,
fato importante para determinar o grau de migragcéo dessas células.

Sabe-se que a quimiocina CXCL12 classicamente se liga a seu receptor
CXCR4 (BLEUL et al., 1996). Inicialmente, acreditava-se que o CXCR4 era o
receptor exclusivo para CXCL12. Mais tarde, o CXCR7 foi considerado um
segundo receptor para CXCL12 com uma afinidade de ligacdo 10 vezes maior
comparado ao CXCR4 (BALABANIAN et al., 2005). Posteriormente estudos
mostraram a presenca deste receptor em linfGcitos e constatou que nos
linfécitos T, sua localizagdo € principalmente intracelular (HARTMANN, et al.,
2008; MELO, et al.,, 2014). Neste contexto, sugere-se que a expressao de
CXCL12 em CETc e TECs estimulada pela PRL, possa estar se ligando
também ao receptor CXCR7 expresso na superficie dos timécitos e assim
aumentando o numero de células migrantes frente a CETc e TECs. No entanto,
estudos futuros sobre o efeito da PRL na expressdo de receptores para
CXCL12 serdo necessarios para melhor compreensdo se tal hipotese se
confirmam ou n&o.

O tratamento in vitro com a PRL nos forneceu um conjunto de dados
demonstrando seus efeitos moduladores em eventos celulares, dentre eles
adesado e migracdo de células do microambiente timico. Ainda, sabendo que
altos niveis de PRL séo secretados durante a lactacdo (LE TISSIER et al.,
2015). Diante disso, buscamos avaliar em modelos de animais lactantes, a
expressdo da quimiocina CXCL12 no timo e a expressdo do seu receptor em
timécitos, bem como a migracao destes frente a CXCL12.

Sabe-se que em mamiferos, durante a gestacdo, o timo perde peso e
diminui sua celularidade, principalmente em relacdo aos timdcitos, havendo
assim uma acentuada involucdo do cortex (PEPPER, 1961). Uma das
justificativas que explicam estas alteracbes, sdo os aumentos de horménios
tipicos da gravidez. Uma vez que estes hormbnios voltam a homeostase
normal apés o parto, o timo volta ao seu tamanho e funcionalidade normal
(PHUC, et al. 1981).

Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez a expressdo da
guimiocina CXCL12 no timo de fémeas lactantes. A literatura mostra que a
expressdo de CXCL12 ocorre tanto no cortex como na medula timica

(TRAMPONT, et al., 2010). Outros estudos demonstraram a presenca da
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CXCL12 em porc¢des exclusivas, como em todo o cortex (LUCAS et al., 2017)
ou exclusivamente na medula timica (MISSLITZ, et al. 2004). As razbes para
essas discrepancias nao sao totalmente claras.

Conforme demonstrado neste estudo, a quimiocina CXCL12, encontrou-
se aumentada tanto em CETc como em TECs (linhagem 2BH4) apds o
tratamento com PRL. Quando observada no timo de fémeas lactantes, houve
uma maior expressao desta quimiocina, tanto na regido cortical como também
na regido medular quando comparado ao grupo controle. A quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia confirmou este aumento na expressao da CXCL12
(Figura 25). Baseados em nossos resultados in vitro e dados da literatura que
mostram os altos niveis de PRL durante a lactacdo (LE TISSIER et al., 2015),
podemos sugerir a participacdo da PRL no aumento da expressdo de CXCL12
no microambiente timico das lactantes.

No que se refere a expressdo do CXCR4 na superficie dos timécitos nao
foram observadas alteracbes na expressao deste receptor em fémeas LCT
guando comparadas as fémeas ndo LCT (Figura 26). Estudos realizados por
Smaniotto e colaboradores (2005), utilizando timocitos obtidos de
camundongos transgénicos para o GH, observaram que a expressdo do
CXCR4 na superficie dos timocitos nas diferentes subpopulacbes CD4/CD8
também ndo foi alterada. Além disto, vale ressaltar que nosso estudo
demonstra pela primeira vez a expressao do CXCR4 em timocitos de fémeas
lactantes.

Mudancas drasticas no microambiente timico durante a gravidez podem
influenciar na secrecdo de citocinas e outros produtos soluveis e influenciar a
diferenciacdo de timocitos redirecionado a selecdo, maturacdo e migracao
(CLARKE; KENDALL, 1989). Apdés o parto, ocorre o reestabelecimento da
homeostase dos horménios tipicos da gravidez e o timo volta ao seu tamanho e
funcionalidade normal (PHUC, et al. 1981). Neste sentido, buscamos avaliar a
capacidade migratéria de timdcitos totais obtidos de camundongos fémeas
lactantes e ndo lactantes, frente a quimiocina CXCL12. Foi constatado um
aumento na capacidade migratoria dos timdcitos totais e de todas as
subpopulacdes CD4/CD8, obtidos de fémeas lactantes frente a CXCL12
(Figura 27).
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Estudos demonstraram que a diminuicdo de timdcitos durante a
gravidez, resulta de um menor numero de timécitos DP corticais sendo
produzidos (KENDALL; CLARKE, 2000). Porém sabe-se que apds o parto, o
organismo retoma seu controle endocrino normal, além disso, com o aumento
na produgdo de PRL. Em nosso estudo, foi observado um aumento na
capacidade migratéria dos timocitos obtidos de fémeas lactantes frente a
CXCL12, incluindo as subpopulagdes de timdcitos duplo positivo e CD8".
Futuras investigacdes sdo necessarias para compreender a interacdo da PRL
com a quimiocinas CXCL12 e a participacdo destas moléculas na migracdo
intratimica.

Em conjunto, os dados apresentados neste estudo (Figura 28)
aumentam o conhecimento sobre os efeitos da PRL no microambiente timico.
Reforgam a hipotese de que a PRL estimula moléculas envolvidas na adeséo e
migracao de timocitos durante o processo da diferenciagdo de linfécitos T.

Figura 28. Representacdo esquematica dos resultados
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Esquema representando os resultados obtidos durante o estudo. Fonte: Autor
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo, apoiam a hipotese que a PRL
exerce efeitos sobre células linfoides e estromais do microambiente timico
murino, no tocante a modulacdo de diferentes parametros celulares, como
expressdo de ligantes e receptores de matriz extracelular e quimiocina
CXCL12, citoesqueleto e nos eventos de adesédo e migracdo. Nosso estudo,
reflete ainda os efeitos de altos niveis séricos de PRL sobre o microambiente
timico. Nossos dados fornecem em conjunto, conhecimento cientifico para uma
melhor compreensdo da fisiologia timica; e para futuras intervencdes
imunolégicas baseadas na PRL, sendo necessarias pesquisas mais especificas

neste contexto.
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