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RESUMO

Os precursores das células T sofrem diferenciacdo e selegao intratimica atraves
das interacdes com os componentes do microambiente timico. Este é constituido
em sua grande maioria por células epiteliais timicas (TEC), macréfagos, células
dendriticas, fibroblastos e os produtos de secrecdo dessas células, tais como
horménios, interleucinas e moléculas de matriz extracelular (ECM). O trafego de
células T, que a principio penetram no timo provenientes da medula éssea, com
fenotipo de células imaturas e, a sua posterior saida, como células maduras,
depende terminantemente dos vasos sanguineos que irrigam o 6rgdo. Tais vasos
sdo constituidos principalmente de células endoteliais timicas. Tendo em vista que
a expressao de ligantes e receptores de ECM em células endoteliais timicas,
assim como sua fungéo nos processos de migracéo e emigracao de células T do
timo permanece pouco estudada, neste trabalho foi avaliada a expressédo de
alguns ligantes de ECM e seus respectivos receptores em uma linhagem de
células endoteliais timicas, tEnd.1l. Além disso, estudou-se também o papel
destes componentes de ECM na interagcdo entre as ceélulas tEnd.1 e os timécitos.
A principio, foi detectado por imunofluorescéncia confocal a presenca das
proteinas de ECM fibronectina e laminina, que foram também observadas através
de citofluorimetria, enquanto a presenca de seus respectivos receptores, VLAS e
VLAG, foram evidenciados por imunoperoxidase e citofluorimetria. Ensaios de
adesao sugeriram que o uso de anticorpos anti-receptores de ECM, anti-VLAS e
anti-VLAG6, inibem pelo menos parcialmente, a adesao de timdcitos as células
endoteliais tEnd.1. Por fim, ensaios de migragcdo transendotelial demonstraram
claramente uma menor migracdo em numeros absolutos dos timdcitos pré-
tratados com anticorpos anti-receptores de ECM, embora essa diminuicdo né&o
tenha sido estatisticamente significativa. Tomando em conjunto, os dados neste
trabalho demonstraram que as células endoteliais timicas da linhagem tEnd.1 s&o
capazes de expressar tanto ligantes de ECM, como seus respectivos receptores,
sugerindo ainda, a participacédo destas moléculas nos processos de migracao de

linfécitos intratimicos.
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ABSTRACT

The traffic of T cells, that occur when bone marrow-derived T cell precursors
penetrate the thymus, with a phenotype of immature cells, and its subsequent
output, as mature cells, depends of the thymic blood vessels that consists mainly
of thymic endothelial cells. The expression of ligands and receptors of ECM in
thymic endothelial cells, as well as its role in the processes of migration and
emigration of the T cells from the thymus remains unclear. Our goal was to
evaluated the expression of some of ECM ligands and their respective receptors
in the strain of thymic endothelial cells tEnd.1. In addition, we aimed to study the
role of the components of the ECM in the tEnd.1 cells and thymocytes interaction.
First, it was detected by confocal immunofluorescence the presence of ECM
proteins fibronectin and laminin, which were also observed through flow cytometry.
The presence of their respective receptors, VLAS and VLAG, were highlighted by
immunoperioxidase and flow cytometry. Assays of adhesion showed that the use
of antibodies anti-VLAS5 and anti-VLA6 seems to block at least partially, the
adhesion of thymocytes to endothelial cells. In addition, the transendothelial
migration assay showed less migration in absolute cell number of the thymocytes
pre-treated with antibodies anti-receptors of ECM, although this migration was not
statistically significant. Finally, when the phenotype of the transmigrated
thymocytes was observed, there was not difference in the migration pattern among
them. This investigation shows that the thymic endothelial cells are able to express
fibronectin and laminin proteins, as well as, their respective receptors VLA5 and
VLAG, and suggests that these molecules could participate in the processes of

intrathymic lymphocytes migration.
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1. INTRODUCAO
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As respostas imunes sao condi¢cbes que precisam ser reguladas, e para
tanto alguns mecanismos s&o impostos. Assim, os linfécitos devem ser
selecionados de maneira que, uma vez produzidos, somente reajam a antigenos
estranhos e ndo a antigenos proprios (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007).

Os orgaos linféides tém importancia decisiva na imunidade, onde os
linfocitos interagem com células nao linféides importantes em seu processo de
amadurecimento e no inicio de respostas imunes adaptativas. Tais 6rgdos podem
ser divididos em 6érgaos linféides centrais ou primarios nos quais sdo gerados ou
amadurecidos os linfécitos, e 6rgdos linfoides periféricos ou secundarios, que
iniciam as respostas adaptativas. Nos mamiferos, os 6rgaos linféides centrais sao
a medulas 6ssea e o timo. Tanto os linfécitos B como os linfécitos T surgem na
medula 0ssea, mas apenas 0s precursores dos linfocitos T migram para o timo
para que possam sofrer diferenciacédo e amadurecimento (JANEWAY, 2000).

O timo é composto por varios tipos celulares, sendo as células epiteliais
timicas (TECs) seus principais componentes, e ainda por moléculas de matriz
extracelular (ECM) (RAMOS, 2000). Muitas das interacOes entre as células e a
ECM sé&o mediadas por receptores de superficie celular da familia das integrinas
(SAVINO et al., 2003). A ECM, além de estar envolvida na migragao, participa de
forma crucial na diferenciacédo e ativacao de linfocitos (ALBELDA & BUCK, 1990;
de SOUZA et al.,1991; KABIR-SALMANI et al, 2004). As células e a ECM
constituintes do microambiente timico s&o determinantes para o desenvolvimento
dos linfocitos T, na mesma propor¢cao em que 0S vasos sanguineos sao decisivos
para a entrada dos precursores e sua saida, como células T imunocompetentes
para os orgaos linféides secundarios e periferia (NABARRA & ANDRIANARISON,
1995; ROSSO et al., 2004).

1.1. Caracteristicas da morfologia, ontogenia e involucdo do timo

O timo é um 6rgao linfoepitelial que no térax, esta situado no mediastino

superior, anteriormente aos grandes vasos que emergem do coracdo (Fig.1),
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sobrepondo-se entre o mediastino e o coragcdo (van EWIJK, 1991). De acordo
com Didio (2002), embriologicamente, € uma glandula par, porém, as faces
mediais das suas primitivas estruturas direita e esquerda estdo em contato intimo,

semelhante a um 6rgdo impar bilobado. Assim, as partes do timo séo

Timo

Figura 1. Localizac&o do timo: encontrando-se no mediastino superior, sobreposto aos grandes

vasos do coragdo. Fonte: Sobotta, 2000.

denominadas lobos direito e esquerdo, constituidos por lobulos parciais ou
totalmente envolvidos por cpsulas finas de tecido conjuntivo. Cada l6bulo timico
€ subdividido por septos primarios de tecido conjuntivo que levam vasos
sanguineos para um grupo de l6bulos parenquimatosos, que aparecem com
forma poliédrica e possuem 0,5 a 2 mm de didmetro (Fig.2). Os I6bulos timicos
ndo sao, contudo, completamente independentes uns dos outros, existindo
continuidade de I6bulo a I6bulo através de estreitas pontes parenquimatosas que
consistem em um cordéo parenquimatoso contorcido, com expansoes irregulares

correspondendo aos lobulos (FAUSTO et al., 2004). Cada I6bulo apresenta duas
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Lébulos do — —
timo y

—— Lobo esquerdo

Lobo direito —

Figura 2. L6bulos timicos. Anatomia do timo mostrando o érgéo bilobulado, onde cada
lobo é constituido de varios l6bulos separados por septos de tecido conjuntivo. Fonte : Sobotta,
2000.

regides uma mais densa e periférica, o cértex, que contém um grande namero de
timécitos imaturos em diferentes estagios de diferenciagcdo. A outra regido, a
medula, localiza-se mais internamente, e € onde se encontram os linfocitos
maduros que poderdo deixar o 6rgdo como células T imunocompetentes, indo
povoar as chamadas regides timo-dependentes dos 6rgédos linféides secundarios
(van EWIJK, 1991), ver figura 3.
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Estruturalmente, o timo distingue-se dos demais Orgaos linféides por
apresentar um estroma primariamente epitelial, constituido por elementos endo e
ectodérmicos derivados, nos roedores, apenas da 32 bolsa faringeana, em
associacdo com componentes mesodérmicos (CORDIER & HAUMONTS, 1980;
PICKER & SIEGELMAN,1993). Na vida fetal e no periodo neonatal € o 6rgdo com
maior importancia imunologica e, anatomicamente € o maior 6rgao linfatico com
maior atividade linfopoética, constando como precursor da linfopoese (BOYD et
al., 1993; DRUMMOND, 1996; SAVINO et al., 1994).

Quanto a irrigacdo, esta apresenta caracteristicas peculiares, na qual os
capilares e pequenos vasos destinados ao 6rgao apresentam uma membrana
basal, envolvida por uma camada de células epiteliais. Esta, apesar de ndo ser
totalmente continua, atua como uma barreira, dificultando, embora n&o impedindo
totalmente, a passagem de antigenos ou macromoléculas do sangue para o
interior do parénquima e, consequentemente, o seu contato com os linfécitos do
orgao (CARNEIRO e SILVA et al., 2001).

Figura 3. Histologia do timo.
Micrografia de  corte histolégico
mostrando uma capsula de tecido
conjuntivo frouxo (C), da qual se irradiam
septos interlobulares (S), A regido
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O timo é o primeiro 6rgéo linféide a aparecer durante a ontogénese e no
ser humano os dois primordios laterais de tecido timico surgem no final da quarta
semana de vida embrionéria (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). Na ontogenia
timica de camundongos, somente a partir do 11° dia surgirdo as primeiras células
hematopoiéticas pluripotentes (EZINE, 1989). Entre o 14° e o 15° dias de
gestacdo, as células precursoras dos timoécitos penetram no timo a altura da
juncdo coértico-medular (JCM), apresentando fendétipo CD4°CD8. Esses
precursores ja se caracterizam como linfécitos, e desde este estagio até o
nascimento observa-se uma intensa linfopoiese. Nesta altura sao formadas a
regido cortical e a porcéao central ou medular, e a partir do 17° dia de gestacdo
observa-se entdo um padréo cortico-medular (Fig.3). O desenvolvimento do timo
se completa entre 4 e 6 semanas de idade (SAVINO et al., 1983), e sua involugao
inicia-se a partir da puberdade, (FAUSTO et al., 2004). A involugcdo timica
caracteriza-se pelo declinio da producado dos niveis séricos de hormonios timicos
(SAVINO et al., 1983) e posterior perda de sua massa relativa, podendo também
ocorrer em consequéncia de infecgdes agudas em qualquer fase da vida (SAVINO
et al., 1992).

A importancia do timo na imunidade foi inicialmente descoberta em
experimentos com camundongos. Miller (1961) demonstrou, pela primeira vez, o
papel fundamental do timo para o estabelecimento e desenvolvimento do sistema
imune normal. Foi observado que a remocéo cirargica do timo (timectomia) ao
nascimento resultava em animais que apresentavam tecido linféide pobremente
desenvolvido, a resposta imune prejudicada e maior susceptibilidade a infeccdes
recorrentes (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007), despertando assim o
interesse para este 6rgdo (MOORE, 2001). Alguns dos mais recentes avancgos
nas diversas areas da biologia do timo, especialmente nos ultimos cinco anos,
incluem a organogénese do timo, a regulacdo transcricional que induz a escolha
do tipo celular que se desenvolvera no ambiente intratimico, e a migracao,
regulada por quimiocinas, de precursores de células T através dos diferentes
microambientes timicos (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007).
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1.2. Microambiente timico e diferenciacao intratimica de

linfocitos T

Varios autores afirmam que os principais componentes do microambiente
timico sdo as TECs, presentes em todas as regibes, sendo distintas
morfologicamente de acordo com a sua localizagdo dentro do 6rgédo. (BOYD et al.,
1993; KIM et al.,1998; van EWIJK et al.,1999, SAVINO & DARDENNE, 2000;
FAUSTO et al.,2004). Além das TECs sdo encontrados também como
constituintes do microambiente timico: macréfagos, células dendriticas e alguns
fibroblastos (van EWIJK, 1988), que interagem de diferentes formas com os
timécitos, os quais gradativamente se diferenciam dando origem aos linfocitos T
maduros (Fig. 4). No microambiente timico encontramos também os produtos
elaborados por estas células, tais como moléculas de ECM (LANNES VIEIRA et
al.,, 1991; VILLA VERDE et al., 1994), horménios e interleucinas (SAVINO et al.,
1982; LE et al., 1991).

As principais moléculas moduladas no decorrer da diferenciacao intratimica
dos linfécitos T séo: receptor clonal de célula T (TCR), um heterodimero composto
pelas subunidades af3, que reconhece peptideos associados ao MHC; complexo
CD3, subunidades protéicas associadas de forma nado-covalente ao TCR, e que
participam na transducdo do sinal de ativacdo da célula T; CD4 e CD8, co-
receptores para interacdo do TCR com as moléculas de MHC classes Il e |,
respectivamente; CD25, cadeia a do receptor de IL-2; CD24, antigeno resistente
ao calor (HSA); CD44, receptor para acido hialurénico e fibronectina (HE et al.,
1991). Desta forma, os precursores dos timécitos, a principio oriundos do figado
fetal e posteriormente da medula Gssea, sofrem diferenciacdo e selecdo, em
grande maioria dentro do timo. Apos a entrada no timo as primeiras células de
origem linféide apresentam fenétipo CD90 (marcador geral de células T), CD24,
CD44 e ainda niveis baixos de CD4, que logo deixam de ser expressos (HENG et
al., 2005). Em seguida, os precursores dos timdcitos dirigem-se para a regiao
subcapsular, apresentando um fenétipo duplo negativo (DN) para as moléculas
CD4 e CD8, ou seja ndao expressam o complexo TCR-CD3, nem as moléculas

acessorias CD4 ou CD8, o que corresponde a 5% da subpopulacéo total. Neste



23

estagio podem ainda ser subdividido pela expressao diferencial de CD44 e CD25
em DN1, DN2, DN3 e DN4.

TCR CD4- CD8-

TcrR c*4+ cDs+

TCR:CD4+CDS'
TCR CD4- CD8+

Thymocyte Subcapsular Thymic nurse Cortical Medullary Macrophage Dendritic Fibroblast
epithelium cell complex epithelial cell epithelial cell cell

Figura 4. Migragédo intratimica de células T e o microambiente timico. A esquerda, estdo
demonstrados os estagios de diferenciagao intratimica de linfocitos, e a respectiva localizagdo no
interior de um lobulo timico quando da entrada de precursores e saida de células T maduras. A
direita os componentes do microambiente timico, onde se podem distinguir diferentes tipos de
células epiteliais, incluindo os complexos “nurse”, e ainda componentes nao-epiteliais como as

células dendriticas e os macrofagos (modificado a partir de SAVINO et al., 2002).

Com o processo de maturacdo progressiva e a medida que migram em
direcdo a medula do 6rgéo, sofrem rearranjo dos genes das cadeias do TCR e
comegam a expressar as moléculas CD4" e CD8", sendo agora denominado duplo
positivo (DP), compreendendo 80% da populacdo de timdcitos totais do timo.
Estas células sofrem selecdo positiva, que é um sinal de vida dado por uma
interacdo de baixa afinidade para os antigenos proprios e depois uma selecdo
negativa, que € a eliminacdo dos linfocitos reativos para os antigenos proprios

presentes nos 6rgéaos linféides primarios, a qual depende da avidez com que se
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ligam as células do microambiente timico. Assim, das células precursoras linféides
gue penetraram no timo, 95% morrem por apoptose (ANDERSON et al., 1996;
LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). Esse evento se deve principalmente aos
rearranjos mal sucedidos das cadeias de TCR e aos processos de selecéo
positiva e negativa, restando apenas uma pequena parcela de 5 a 10% dos
timécitos gerados que chegam a maturacdo alcancando a medula do 6rgéo e
deixando o mesmo como célula imunocompetente de fenoétipo simples positivo
(SP), ou seja, células CD4" ou CD8" (HARE et al., 1999; BENOIT & MATHIS,
1999; SAVINO et al., 2000; ANDERSON & JENKINSON, 2001; SAVINO et al.,
2004; LIMA, & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007). Estas células SP emigram do 6rgéo
através dos vasos localizados na JCM, alcangando a corrente sanguinea e indo
povoar as areas timo-dependentes dos o6rgaos linféides periféricos (LIND et al.,
2001; ANDERSON & JENKINSON, 2001; GILL et al., 2003; MORI et al., 2007),
conforme ilustrado na figura 5.

Os linfécitos T maduros, uma vez ativados, podem também recircular. Esta
recirculacdo ocorre num grau muito menor do que aquele observado entre os
linfécitos B maduros, mas provavelmente o0s mecanismos utilizados para a
migracdo seletiva de ambos sdo os mesmos. A recirculacdo de linfécitos T néo é
aleatéria, pois tal processo requer um mecanismo ativo de reconhecimento destas
células pelas células endoteliais, através de moléculas de adesao e receptores de
quimiocinas na superficie das células T e os contra-receptores correspondentes
no endotélio. E a partir deste reconhecimento que ocorre diapedese dos linfocitos
pela parede vascular (YOUNG, 1999; WESTERMANN et al., 2001). Foi
demonstrado que as quimiocinas e seus receptores desenvolvem um papel chave
nas diferentes fases de maturacdo e migracao para a periferia de células maduras
gue tenham passado pelos processos de selecdo positiva e negativa
(ANNUNZIATO et al., 2001). Os principais antigenos de superficie em linfocitos T
maduros se encontram no quadro 1.

Ao emergirem do timo, os linfécitos T expressam outras moléculas de
membrana que, por um lado, marcam seu estagio de diferenciacdo e, por outro,

0s tornam capazes de novas interacoes celulares (BOYD et al., 1993).
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Figura 5. Diferenciacao intratimica de linfécitos. Nos adultos, os precursores das células T
penetram no 6rgdo a altura da jungdo cortico-medular transmigrando através das HEV para o
interior do parénquima, iniciando um programa altamente ordenado de diferenciagdo, o qual ocorre
no contexto da migracdo através do microambiente timico. HEV, vénula de endotélio alto; TEC,
células epiteliais;; DC, células dendriticas; MO, macrdfagos (BLACKMAN et al., 1990).
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Quadro 1

Principais antigenos de superficie em linfocitos T maduros

Antigenos Caracteristicos

TCR - Receptor clonal, interacdo com MHC classe | e Il/peptideo

CD3 - Complexo acessorio, associado ao TCR

CD2 - Interage com LFA-3 na célula apresentadora de antigenos (APC)
CD4 - Marcador de linfocito T auxiliar (interagcdo com MHC classe Il)
CDS8 - Marcador T supressor/citotéxico (interagdo com MHC classe |)
LFA-1 - Interage com ICAM-1 nas vénulas do endotélio alto (HEV)
L-selectina - Receptor de migracao, liga-se as adressinas da HEV em

linfonodos

1.2.1. Células Epiteliais Timicas

As TECs sao o principal componente celular do microambiente timico e
apresentam significante heterogeneidade (BALERCIA et al., 1990; MEIRELLES
DE SOUZA et al ., 1993). S&o capazes de influenciar a proliferacdo, selecdo e
migracdo de células T, principalmente através da producdo de substancias como
interleucinas, quimiocinas, hormonios timicos, e através do contato mediado por
moléculas de classe | e de classe Il do MHC. Estas moléculas sédo capazes de
apresentar peptideos enddégenos ao TCR expresso pelas TECs no contexto de
co-receptores, respectivamente CD8 e CD4, também expressos na superficie dos
timécitos. O contato célula-célula também pode ser mediado por moléculas de
adesdo expressas pelas células epiteliais, através de moléculas de ECM e seus
receptores (KIM et al.,, 1998; van EWIJK et al., 1999; SAVINO & DARDENNE,

2000). Além da heterogeneidade das TECs, foi proposta uma diversidade
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funcional, segundo a qual varios tipos de interacdes celulares podem ocorrer entre
TECs e timdcitos em diferenciacdo (SAVINO et al., 2002).

Ainda visando interacdes TEC/timécitos, experimentos in vitro tém
demonstrado que as TECs sintetizam moléculas de ECM, tais como fibronectina,
laminina e colageno tipo IV (SAVINO et al.,, 1986, 2003; LANNES et al.,1991;
VILLA VERDE et al .,1994), assim como os receptores de ECM VLA-5, VLA-6 e
CD44 (LANNES et al., 1993; VILLA VERDE et al., 1994)

Alguns dos diferentes tipos de interacdes TEC/timécitos estdo resumidos

de forma esquematica na figura 6.

Figura 6. Heterogeneidade de interacdes entre células epiteliais timicas e timdcitos. Algumas
das interacdes que podem ocorrer entre os timdcitos e as células do microambiente timico estdo
demonstradas no esquema acima, onde em 1) pode ser observado uma tipica interacdo entre o
receptor de quimiocina e sua respectiva molécula, em 2) uma interacdo mediada por receptores
tipo integrinas e a ECM; em 3) uma molécula de ECM que pode se ligar e apresentar uma
molécula de quimiocina ao timécito; em 4) esta mostrado um processo homeostatico representado
por tesouras de metaloproteinases as quais podem romper a ECM ou as interagBes através de
guimiocinas (SAVINO et al., 2002).
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No timo de véarias espécies animais pode-se isolar uma estrutura
linfoepitelial que dependendo da espécie animal € capaz de envolver grande
namero de timocitos (20-200), predominantemente de fenotipo imaturo
CD4'/CD8". Essas estruturas denominadas de células “nurse” do timo (TNC), sdo
encontradas na regido cortical dos Iébulos timicos em forma de complexo. As
TNCs representam um exemplo de contato intimo entre as células do
microambiente timico, e podem ser usadas como modelo in vitro para estudos de
migragdo (VILLA VERDE et al., 1995).

1.3. Matriz Extracelular

A ECM é uma rede complexa de macromoléculas que proporcionam um
arcabouco fisico para a estabilizacdo da estrutura tecidual, modulando o
comportamento celular (HORTA & AGUIAR, 2006). Inicialmente, pensava-se que
a ECM tinha como unica fungcédo a sustentacdo e o preenchimento dos tecidos.
Hoje, no entanto, sabe-se que a interacdo das células com a ECM € um evento
critico em diversos processos fisiologicos, tais como, manutencdo da arquitetura
tecidual, morfogénese, desenvolvimento embrionario, entre outros (ROSSO et al.,
2004). Além disso, no sistema imune esta envolvida na diferenciagdo, migracéo e
ativacao de linfécitos (de SOUZA et al., 1991; SUNDQVIST et al., 1993). A ECM
timica foi primeiramente analisada por Henry (1967) e Savino (1982) que
descreveram a distribuicdo de fibras reticulinicas e fibras elasticas
respectivamente em timos humanos e de gamba.

As macromoléculas que constituem a ECM séo: (1) sistema colageno, (2)
sistema eléstico, (3) proteoglicanas, e (4) glicoproteinas multifuncionais (laminina,
fibronectina, tenascina e outras). Cada uma desempenha fun¢cfes de maneira
integrada com as demais, isso faz com que a ECM seja classificada como um
verdadeiro complexo funcional. Os colagenos e o sistema elastico constituem a
arquitetura da ECM, e em conjunto com as glicoproteinas atuam como moléculas

de adesdo do substrato intercelular, importante nas interagdes célula-célula e
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célula-matriz. Os glicosaminoglicanos e proteoglicanos tém um papel fundamental
no equilibrio hidroeletrolitico e acido basico (revisto em ARENAS & ZURBARAN,
2002).

Muitas das interacfes entre as células e a ECM responsaveis por tais
eventos sdo mediadas por receptores de superficie celular da familia das
integrinas (SAVINO et al., 2003), as quais servem de unido entre a ECM e o
citoesqueleto (ARENAS & ZURBARAN, 2002) e dentre estas substancias
podemos destacar a laminina, fibronectina e colageno tipo IV, pela grande
importancia nos processos de adesdao e migracdo de varios tipos celulares,
inclusive das células hematopoéticas (ANJOS et al., 2000).

No timo, dentre as moléculas de ECM, a laminina e a fibronectina s&o
produzidas pelo menos por TECs, células fagocitéarias do reticulo timico (PTR) e
fibroblastos. Interessantemente, as células do microambiente timico e os timocitos
expressam os receptores para laminina (VLA3 e VLAG), e 0s receptores para
fibronectina (VLA4 e VLAS) (SAVINO et al., 2000, 2002).

Alguns modelos in vitro, tém demonstrado que a adesdo e a migracao de
timécitos sobre TECs, assim como sobre PTRs, sdo eventos mediados por
moléculas de ECM produzidas por células do microambiente timico (SAVINO et
al., 1993; 1996; AYRES-MARTINS et al., 2004).

Ainda neste sentido, estudos realizados in vitro com TNCs isoladas a partir
de timo de camundongos, mostraram que laminina e fibronectina aceleram a
liberacdo de timdcitos por TNCs sendo que esta liberacdo € bloqueada
parcialmente por anticorpos anti-laminina e anti-fibronectina (VILLA-VERDE et al.,
1994). O quadro 2 mostra as diferentes moléculas de ECM produzidas no

microambiente timico.

1.3.1. Fibronectina

A fibronectina é uma glicoproteina de adesao celular, classificada como um
dimero de 450 kD (kiloDaltons), composto por duas extensas subunidades

idénticas, cada uma com peso molecular de 225 kD, ligadas por um par de pontes
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Quadro 2. Moléculas de ECM produzidas por células do microambiente timico.

Molécula Localizacdo Fonte celular

Intralobular

Fibronectinas
Convencional C-M TEC, PTR, Fb
Derivada de “Splice”

alternativo C-M ND
Lamininas
Laminina —1 C-M TEC, Fb
Laminina — 2 C TEC
Laminina—5 CouM TEC
Nidogénio C-M TEC, Fb
Colagenos
Tipo | C-M Fb
Tipo 1l C-M Fb
Tipo IV C-M TEC, PTR, Fb
Galectinas
1 C-M TEC
3 C-M TEC,PTR
9 C-M TEC,
Glicosaminoglicanas
Heparan sulfato ND TEC
Acido hialurénico C-M TEC

Distribui¢éo do lobulo timico. C= cortex; C-M=cortex e medula; Fb=fibroblastos; M=medula; ND= nédo
determinado; PTR= célula fagocitaria do reticulo timico; TEC=célula epitelial timica.
Fonte: Savino et al, 2003
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dissulfidicas através de seus terminais carboxilicos. E uma glicoproteina de ECM
multifuncional, considerada uma das principais proteinas adesivas, sendo
encontrada tanto em tecidos como no sangue (YAMADA, 1994).

Existem trés formas de fibronectina: (1) um dimero solavel, denominado
fibronectina plasmatica, que circula no sangue e em outros liquidos corporais,
importante na coagulacdo sanguinea, (2) um oligodimero de fibronectina unido a
superficie celular e (3) fibrilas de fibronectina encontrada na ECM. Cada cadeia
polipeptidica da fibronectina é constituida de uma série de dominios estruturais e
funcionais, contendo a molécula pelo menos seis sitios peptidicos capazes de
promover adesao celular, sendo classificados em trés regifes gerais: o dominio
central de ligagao celular, a regiao lll CS de splicing alternativo, e o dominio de
ligagcdo a heparina. E no dominio central de ligac&o as células onde se encontra a
sequéncia polipeptidica RGD (Arg-Gly-Asp), a qual se liga ao receptor classico da
fibronectina a5p1 (VLA-5), enquanto a regido IlICS contém as sequéncias LDV
(Leu-Asp-Val), assim como REDV (Arg-Glu-Asp-Val) as quais s&o reconhecidas
pelo receptor a431 (VLA-4), que por serem reguladas por splicing alternativo do
MRNA néo estédo presentes em todas as isoformas (HAY, 1991).

Além de estar envolvida na adesédo, essa glicoproteina também participa
dos processos de migracdo, polaridade, forma, crescimento e diferenciacao
celular (HYNES, 1986), bem como reparacado de tecidos, fagocitose de bactérias,
complexos antigeno-anticorpos, servindo como substrato para enzimas fibroliticas
e da coagulacao. Véarios tipos celulares podem sintetizar fibronectina. No figado,
as células parenquimatosas e, praticamente todas as células sinusoidais, como
células de Kupffer, células endoteliais e estrelares sdo capazes de sintetizar essa
glicoproteina. Entretanto, a maioria dos trabalhos sugere que a maior parte, senao
toda a fibronectina circulante seja produzida pelos hepatdcitos (PARISE et al.,
2004).

Nos processos intratimicos, vale salientar sua participacdo na adesao de
timocitos de fendtipo imaturo CD4°8/CD4'CD8" as células do microambiente
timico através da interagcdo com seus respectivos receptores (UTISUMI, 1991).
Villa-Verde e col. (1995) demonstraram que o tratamento com anticorpo anti-
fibronectina é capaz de influenciar a migragcédo in vitro de timocitos a partir de

complexos linfoepiteliais TNC.
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1.3.2. Laminina

As Lamininas compreendem uma grande familia de glicoproteinas
localizadas em membranas basais, possuindo multidominios, e sendo o principal
componente de membrana basal ndo colagenoso (TIMPL et al., 1979; Hay, 1991,
revisto em AYRES-MARTINS, 1996).

A primeira molécula de laminina a ser purificada e caracterizada foi obtida a
partir do tumor murino Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) produtor de membrana
basal (HAY, 1991), possuindo um peso molecular de 900.000 kD. Esta isoforma
de laminina tem forma de cruz e é composta por trés cadeias polipeptidicas
diferentes, denominadas a-1, B-1 e y-1. Contém regides compativeis com
receptores tipo integrinas e a interacdo se da através de varias sequéncias de
aminoacidos localizados em varios dominios das moléculas (BECK et al., 1990;
BROWN & GIAVAZZI, 1994). Sua estrutura permite a formacdo de dominios
distintos relacionados a fungdes especificas.

H& pelo menos 15 isoformas de lamininas ja descritas, de acordo com as
associag0des triméricas que podem envolver cinco cadeias q, trés cadeias 3 e trés
cadeias y, codificadas por genes distintos (MINER et al., 1997; COLAGNATO &
YURCHENKO, 2000). Entretanto, Klutesa e col. (2002), estudando as isoformas
de laminina no timo, demonstrarem que a laminina que contém a cadeia a1 (LN-1)
nao é expressa no timo humano. Todavia, isoformas de laminina que contém a
cadeia a2 (lamininas-2/4) ou a cadeia a5 (lamininas-10/11) S&o expressas no
epitélio subcapsular e em vasos sanglineos timicos, estando a expressdo da
cadeia a4 da laminina aparentemente restrita as células endoteliais do timo,
podendo a laminina-5, isoforma que contém a cadeia a3, ser detectada em células
epiteliais medulares timicas e fracamente no epitélio subcapsular.

Como outras proteinas de ECM, a laminina apresenta varios dominios
funcionais, que permitem ligac6es a moléculas como: colageno tipo IV, heparan-
sulfato, nidogénio e ainda aos receptores protéicos de laminina localizados na
superficie celular, geralmente do tipo integrinas (MINER et al., 1997). E através
dessas interacOes que as lamininas contribuem para diferenciacdo, forma,
migragéo e sobrevivéncia celular (COLOGNATO & YURCHENKO, 2000).
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Entre as funcdes conhecidas da laminina estdo a acdo na adeséao celular,
inducdo da formacédo de neuritos e fungdo mitogénica (ENGVALL, 1994), assim
como, mediacdo da ligacdo das células epiteliais ao colageno tipos IV das
membranas basais (YURCHENCO & SCHITTNY, 1990; ENGVALL, 1994). Hoje ja
€ sabido que a laminina, pode agir no posicionamento sitio-especifico de linfécitos
(BARBOSA, 1999).

1.3.3. Receptores de Matriz Extracelular

As integrinas sdo moléculas de glicoproteinas transmembrana, compostas
por dois heterodimeros nao-covalentes designados como subunidades a e f,
cada uma com grande dominio extracelular e pequena, porém importante,
extensdo citoplasmatica e participam na organizagdo tissular, assim como,
receptores para outras moléculas de adeséao (ver revisdo SONNENBERG, 1993).
A adesdao mediada por integrinas € um processo que requer energia, a qual
também depende de cations divalentes extracelulares (revisto por DIAMOND &
SRINGER,1994).

Como heterodimeros compostos de subunidades a e [, podem se
combinar de forma n&o covalente, interigando a ECM ao citoesqueleto e
transmitindo sinais bioquimicos para dentro da célula (PAKIANATHAN, 1995).

Existem pelo menos 15 cadeias a e 8 cadeias 3 que ja foram clonadas e
sequenciadas. Os leucdcitos expressam 13 diferentes integrinas as quais mediam
a ligacdo com as células endoteliais. As mais importantes para adesdo endotelial
sdo as integrinas 31, B2 (CD18) e R7. A subfamilia 32 é expressa em todos o0s
leucécitos e consiste em uma subunidade R2 ligada a uma das quatro
subunidades a: CD11a (aL), CD11b (aM), CD11c (aX) ou CD11d (aD). Os
linfécitos produzem primariamente CD11a/CD18 (LFA-1 ou antigeno 1 associado
a funcéo linfocitaria), enquanto que os eosindfilos, neutréfilos e mondocitos
produzem todas as quatro 32 integrinas. A expressdo de uma ou mais integrinas
ocorre na superficie de qualquer célula do organismo, exceto em eritrocitos
maduros (revisto por DIAMOND & SPRINGER, 1994).
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Como definido anteriormente, as integrinas, formam uma classe de
moléculas de adesé&o localizadas na superficie celular, que mediam a adesé&o
célula-matriz extracelular, as quais s&o cruciais para diversos processos
biolégicos normais ou nédo, tais como a diferenciacao celular, o desenvolvimento
embrionario, a transducdo de sinais, a resposta imunolégica, a manutencdo da
estrutura celular, a cicatrizacdo de ferimentos e a formacdo de metastases
(DENNIS et al., 1997).

Umas das familias das integrinas importantes que servem de receptores
para a ECM, é a familia dos VLAs (very late antigens) na qual a subunidade 1
pode se associar a uma das diferentes subunidades a. Esta associagao entre a
subunidade B1 a uma das subunidades a (a1/7 e av), determina a(s)
especificidade(s) a um determinado ligante, como por ex., a5B31, receptor para
fibronectina, ou a6B1, receptor para laminina, e assim por diante (BOSMAN,
1993). Além disso, vérias integrinas podem se ligar a mais de um ligante, como é
o caso da a4B1 que pode funcionar como receptor de fibronectina e também da
molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1) (SONNENBERG, 1993). Crisa e col.
(1996) propuseram o modelo no qual a adesdo e migracdo dos timécitos seria
mediada pelas integrinas VLA-4 e VLA-5 coordenadamente com o seu
desenvolvimento dentro do timo. Também ficou demonstrado que a expresséo de
VLA-4 nos timécitos DN funciona como uma importante integrina na interacao
com as células estromais, sendo o nivel de expressao dessa integrina diminuida a
medida que o timdcito amadurece. Além disso, a maioria dos timocitos maduros
SP s&do menos adesivos as células estromais timicas por seu reduzido nivel de
expressao de VLA-4 (SAWADA et al., 1992).

1.5. Células Endoteliais

A célula endotelial possui uma forma alongada com um nucleo
proeminente, varias organelas, e na sua forma adulta observa-se a presenca de
invaginacdes ultraestruturais na membrana citoplasmética, chamadas de cavéolas

(MICHEL, 1998), e compde o revestimento mais interno da parede dos vasos
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sanguineos (MOHAMMAD & BOS, 1990). Este é constituido de uma superficie de
células endoteliais, lamina basal e camada adventicia de tecido conjuntivo
(NABARRA & ANDRIANARISON, 1995). A camada adventicia e a média compde
0 suporte estrutural da parede do vaso e s&do importantes na sua remodelagem
(VERRIER & BOYLE, 1996). No entanto, alteracdes na morfologia celular estao
associadas com a diferenciacdo celular, proliferacdo, migracdo e as interagdes
célula-célula. In vivo, células endoteliais vasculares sdo alongadas e alinhadas
com direcéo do fluxo sanguineo. No nivel de capilaridade, as células endoteliais
sdo planas e células simples percorrem ao redor para formar a luz do vaso
(TINELI et al., 2007).

Nas ultimas décadas o conhecimento sobre a funcdo da célula endotelial
vascular mudou muito. Foi demonstrado que a célula endotelial modula o ténus
vascular (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980), e ao formar o endotélio mantém
relacionamentos néo sé entre si através de juncdes celulares, como também com
células musculares lisas que existem na tunica intima por juncdes mioendoteliais
(SIMIONESCU & SIMIONESCU, 1988) e, por meio de filamentos de ancoragem,
com a lamina basal sobre a qual repousa (MOHAMMAD & BOS, 1990). Talvez a
funcdo mais conhecida da célula endotelial seja a barreira da permeabilidade,
pela qual se regulam as trocas e o transporte ativo de substancias na parede dos
vasos (VERRIER & BOYLE, 1996).

Assim como as células e a ECM constituintes do microambiente timico sao
cruciais para o desenvolvimento dos linfécitos T, os vasos sanguineos (VS) séo
decisivos para a entrada dos precursores e sua saida, como células T
imunocompetentes para os 6rgaos linféides secundarios e periferia (NABARRA &
ANDRIANARISON, 1995; ROSSO et al., 2004). Meredith e col. (1993)
demonstraram por meio de experimentos in vitro com células endoteliais humanas
gue a ECM é necesséria para prevenir a morte programada dessas células, sendo
mediado pela integrina 1.

As células endoteliais tém surgido como um importante alvo para IL-1. A IL-
1 e o fator de necrose tumoral (TNF) ativam as fungdes das células endoteliais,
principalmente no que diz respeito a inflamagédo e a trombose. Isso inclui a
producdo de atividade procoagulante, prostaglandinas, fator ativador plaquetario

(PAF), alteracdes na trombomodulina, via de anticoagulacdo da proteina C, além
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da expressdo de moléculas de adesdo e producdo de citocinas (BORASCHI et
al.,1991). As células endoteliais também sintetizam e armazenam nos corpos de
Weibel-Palade um polimero formado por um namero variavel de unidades de 220
kD denominado fator de von Willebrand, que também ¢é sintetizado pelos
megacariocitos (de WIT et al., 2003)

No timo, varios estudos mostram que 0s vasos sangiineos penetram no
parénquima timico na regido proxima a juncdo cortico-medular, onde de fato
entram os precursores de linfécitos T. Nesta regido as células endoteliais acham-
se modificadas, apresentando uma morfologia cubdide ou colunar, sendo
denominadas HEV (vénulas do endotélio alto). Estas células favorecem a entrada
dos precursores para dentro do parénquima timico, assim como, a saida dos
linfécitos T ja diferenciados (KRAAL & MEBIUS, 1997).

O recrutamento dos linfocitos T imaturos se d& através de sinais do sangue
para essas regides especificas no interior deste oOrgdo. Dentre outras
capacidades, as células endoteliais sdo habilitadas em liberar sinais para tal
recrutamento, que por sua vez também depende de elementos perivasculares,
incluindo revestimento perivascular epitelial em torno dos vasos sanguineos, bem
como outros “estromas” e/ou células destas regides (PETRIE, 2002).

Diante dos constantes avancos da ciéncia na area da imunologia, e da
indubitavel importancia que esta area vem adquirindo atualmente, faz-se
necessario o empreendimento de estudos que visem conhecer aspectos diversos
no que diz respeito ao sistema imunoldgico, e considerando-se que a expressao
de ligantes e receptores de ECM e sua fungdo na imigracdo de precursores, e
emigracdo e enderecamento de células T do timo, ainda permanece pouco
estudada, ressalta-se a importancia de um estudo concernente a expressao de
algumas proteinas de ECM e seus receptores (ECMr), usando como ferramenta
cultura de células endoteliais timicas e seu papel na interagdo entre estas células

e os timécitos.
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2.0BJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a expresséo de ligantes e receptores de ECM em uma linhagem de
células endoteliais timicas tEnd.1, assim como, avaliar o papel dessas moléculas

na interac&o entre timocitos e essas células.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar in vitro, a expresséo dos ligantes e receptores de ECM nas células

endoteliais timicas da linhagem tEnd.1;

Analisar funcionalmente a capacidade de adesdo de timdcitos as células

endoteliais, frente ao bloqueio dos receptores de ECM;

Avaliar o papel da ECM na transmigracdo de timdcitos através das células

endoteliais tEnd. 1.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1. Animais

Para o0s ensaios com timdcitos, foram utilizadas células linfoides
intratimicas de camundongos isogénicos machos, da linhagem C57BL/6, com 4
semanas de vida poés-natal, mantidos sob condicbes de agua e alimento ad
libitum. Os animais foram provenientes do Centro de Criacdo de Animais de
Laboratério da Fundacédo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). Todos os procedimentos
com animais realizados neste trabalho estiveram de acordo com as normas da

Comissé&o de Etica em Experimentacdo Animal da Fundag&o Oswaldo Cruz.

3.2. Reagentes

Meio de cultura RPMI 1640, albumina sérica bovina (BSA), L-glutamina,
dimetilaminobenzeno (DAB), salina fosfatada tamponada (PBS), trypan blue,
todos obtidos da Sigma Co. (Saint Louis USA). Soro bovino fetal (FCS), obtido da
Cultlab (Campinas, SP), e o formaldeido 37% da Merck (Rio de Janeiro, Brasil).

3.3. Anticorpos

Foram utilizados anticorpos purificados anti-fibronectina, anti-laminina,
produzidos em coelho (Sigma, Chemical, St. Louis USA); além dos anticorpos
monoclonais purificados (MADb) anti-receptor de fibronectina, CD49e (anti-VLAD), e
anti-receptor de laminina, CD49f (anti-VLAG6), produzidos em rato, pela
Pharmingen (San Diego, USA); e o0 anticorpo anti-citoqueratina (Dako Co,
Carpinteria, USA). Além destes, foram utilizados também os mesmos MAb anti-
receptores de ECM, marcados diretamente com ficoeritrina (PE), CD49ePE e
CD49fPE. Para a marcagao dos timocitos, foram utilizados anticorpos anti-CD4PE

e anti-CD8 cychome (Cy), todos produzidos pela Pharmingen (San Diego, USA).
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Como controles negativos, dependendo das especificagbes dos anticorpos
primarios, foram usadas imunoglobulinas (lg) purificadas de coelho ou rato ou
marcadas diretamente com PE, todos produzidos pela Pharmingen (San Diego
USA).

Como sistemas de revelagcao foram utilizados soros biotinilados de cabra
anti-lg de coelho e de carneiro anti-lg de rato marcados com peroxidase
(respectivamente  GAR-PO e GARAT-PO), e o complexo estreptavidina-

fluoresceina, todos obtidos da Amersham Int. (Bukinghamshire, Inglaterra).

3.4. Cultura de Células

3.4.1. LINHAGEM DE CELULAS ENDOTELIAIS

A linhagem de células endoteliais tEnd.1 usada neste estudo foram
gentilmente cedidas pelo Laboratério de Pesquisas sobre o Timo da
FIOCRUZ/RJ, a mesma é derivada de vasos sanglineos de timo de
camundongos C57BL6, a partir da injecdo de polyomavirus em camundongos
recém-nascido e adultos. Esse procedimento resultou no aparecimento de
multiplos hemangiomas que induziram a formacdo de vasos sanglineos em
diferentes tecidos dos animais. As células desses vasos foram estabelecidas em
diferentes linhagens dependendo do érgdo de origem, as quais mantiveram as
caracteristicas de células endoteliais, como por exemplo, a expresséo do fator de
von Willbrand (WILLIAMS, et al, 1988).

3.4.2. CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS

As células endoteliais da linhagem tEnd.1 foram mantidas pelo

plaqueamento em garrafas de 75mm? (Nunc Co., Roskilde, Dinamarca), em meio
RPMI suplementado (com 10% de FCS e 2mM de L-glutamina). Apos 24 horas de
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incubag&o a 37° C em ambiente de 5% de CO,, as culturas foram lavadas com
meio sem soro e incubadas por 1 h, apés as quais foram fixadas com etanol por 5
minutos e usadas na realizacdo de ensaios de imunocitoquimica

(imunofluorescéncia) para avaliar a expresséo de componentes de ECM.

3.4.3. OBTENGCAO DOS TIMOCITOS:

Os timdcitos foram obtidos a partir de timos de camundongos C57BL6
dissociados em homogeneizador de tecido do tipo “Potter”, e utilizados apos
verificacdo da viabilidade por azul de tripan quando a mesma foi igual ou superior
a 95%.

3.5. CITOFLUORIMETRIA

Objetivando determinar o fendtipo das células endoteliais quanto a
expressédo de ligantes e receptores de ECM, e dos timdcitos que participaram nas
interacOes tEnd.1l/timécitos quanto a expressdo das moléculas CD4 e CD8, foram
realizados ensaios de citofluorimetria dessas células.

Para tanto, as células tEnd.1 foram recolhidas e centrifugadas a 400 g, a 4

°C por 10 minutos, ressuspensas em PBS/BSA e lavadas por centrifugacao,

sendo todo o experimento mantido a mesma temperatura. Cerca de 10° células
vidveis foram distribuidas por po¢o da microplaca de PVC descartavel de 96
pocos com fundo em U (Alfesa, Sdo Paulo, Brasil), e a mesma centrifugada como
descrito acima. A seguir, as células foram incubadas com os anticorpos
purificados anti-fibronectina (anti-FN) ou anti-laminina (anti-LN), ou ainda, com os
anticorpos anti-VLA5 ou anti-VLA6 diretamente marcados com o fluorocromo PE,
assim como 0s seus respectivos controles de isotipo. Ap6és 30 minutos de
incubacéo, as células foram lavadas com 100 ul de PBS/BSA, sendo a deteccao

dos anticorpos anti-FN e anti-LN revelada com o conjugado GARalexa 488. Todas
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as andlises foram feitas por citometria de fluxo no parelho FACScalibur® (Becton
& Dickinson, CA, USA) com o programa CellQuest, e processadas no software
WinMDI verséo 2.8.

Para a avaliacdo do perfil dos timécitos, os mesmos foram recolhidos,
centrifugados a 400 g, 4 °C por 10 minutos, ressuspensos em PBS/BSA e lavados
por centrifugacdo, sendo todo o experimento mantido a mesma temperatura (4
°C). Apés centrifugados, os timdcitos foram contados e distribuidos na microplaca
descartavel de 96 pocos, e a mesma, centrifugada como descrito acima. O
sobrenadante foi descartado e os timoctos ressuspensos em 2 ul de soro normal
de camundongo por 10 minutos. Em seguida, foram incubados com anticorpos
anti-CD4FITC e CD8Cy, ou ainda Ig nao relacionada, marcadas com 0os mesmos
fluocromos por 30 minutos. A seguir, as células foram lavadas com 100 ul de
PBS, sendo fixadas com PBS/Formaldeido a 1%. Todas as analises foram feitas

como descrito acima para as células endoteliais tEnd.1.

3.6. Ensaio de Imunocitoquimica

3.6.1. Ensaio de Imunofluorescéncia Confocal:

Os ensaios de imunofluorescéncia confocal para deteccdo de componentes
de ECM, fibronectina e laminina, foram realizados em placas do tipo Labtek de
vidro de 8 pocgos. As células tEnd.1 foram contadas e plagueadas em numero de
10° por poco e cultivadas por 24 horas a 37 °C, 5% CO; e fixadas por 5 minutos
com etanol absoluto. Em seguida foram hidratadas com PBS durante 10 minutos,
e logo apés foi colocado PBS/BSA 1% em cada poco por 30 minutos para o
bloqueio dos sitios inespecificos. A seguir foram colocados 0s anticorpos
primarios anti-FN ou anti-LN, os controles negativos anti-citoqueratina total e Ig de
coelho néao relacionada por 1h a temperatura ambiente (TA). Ap6s a incubacao,
as células foram lavadas 3 vezes com PBS (5’,10°,5’) e foi colocado o anticorpo

secundario GARalexa488 por 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas com



44

PBS (5,5’,5’), a lamina montada com anti-pheding e observada por microscopia

confocal.

3.6.2. Ensaio de Imunoperoxidase

Os ensaios de imunoperoxidase para detec¢cdo dos receptores de ECM
foram realizados da seguinte forma: placas de Petri de 35 mm de diametro (Nunc,
Roskilde, Denmark) com 24 horas de cultura de tEnd.1 foram fixadas como
descrito acima e incubadas com PBS/BSA 1% por 20 minutos a TA, para
neutralizacdo de uma eventual ligacdo inespecifica dos anticorpos primarios. A
seguir as culturas foram incubadas com anticorpos especificos para os receptores
de FN ou LN (VLA5 e VLAG6), tendo como controles negativos a omissdo do
anticorpo especifico ou sua substituicdo por Igs purificadas de rato. Apdés 45
minutos de incubacédo, as placas foram lavadas 3 vezes em PBS por 5 minutos,
seguindo-se incubacdo com o0 anticorpo secundario GARAT-PO, por mais 45
minutos. Apo0s nova lavagem, como descrito acima, a atividade enzimatica foi

revelada pelo dimetilaminobenzeno (DAB) em presenca de H,O e as placas

observadas ao microscopio éptico.

3.7. ENsAIOS DE ADESAO

Objetivando determinar uma possivel participagcdo das moléculas de ECM
nas interagdes tEnd.l/timécitos, foram realizados ensaios com anticorpos anti-
receptor de ECM (anti-VLAS5 e anti-VLAG6) com o objetivo de bloquear a formacéao
destes complexos. Para isso, as células tEnd.1 foram contadas e plaqueadas com
meio RPMI suplementado, em nimero de 5 x 10° células por garrafa de 25 cm?
(Corning Glass Works, NY, USA) e cultivadas por 24 horas a 37°C, 5% CO, para
adesdo. Apo6s este periodo, as células sofreram duas lavagens consecutivas com

PBS, e o bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 1% por 30
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minutos. Enquanto isso, os timécitos foram pré-tratados com os anticorpos anti-
VLA5 ou anti-VLAG, assim como com Ig de rato purificada, por 1h a 4 °C na
concentracdo de 10 ug/mL. Logo apoOs os timécitos foram lavados em PBS e
adicionados sobre as tEnd.1 a uma relacdo de 50:1, e as garrafas incubadas a 37
°C, 5% CO3 por 1 h. A seguir, as culturas foram lavadas delicadamente com PBS
a 37 °C para remocdo dos timocitos ndo aderidos. As células foram fixadas com
etanol absoluto durante 10 minutos e coradas com Giemsa para obtencdo do
indice de adeséo (IA). Para obter o indice de adesao, utilizamos a formula abaixo
(LANNES-VIEIRA et al., 1993; VILLA-VERDE et al., 1993):

IA =tEnd.1 com timdécitos aderidos = x timodcitos aderidos nas tEnd.1  x 100
Ne° total de tEnd.1 N° total de tEnd.1

Em outros experimentos os timécitos foram liberados da co-cultura, adicionando-
se PBS gelado, e contados em camara de Neubauer, para obtencdo do numero
absoluto dos timdcitos que aderiram as células tEnd.1, assim como, de seu perfil

fenotipico por citofluorimetria (vide segao 3.5).

3.8. ENSAIO DE MIGRACAO TRANSENDOTELIAL

Para avaliar a participagdo das moléculas de ECM na migracéo
transendotelial, foram realizados ensaios do bloqueio dos receptores a5p1 e a6p1
incubando-se previamente os timécitos com anticorpos anti-VLAS ou anti-VLA6. A
concentracdo de todos os anticorpos anti-ECM utilizados nos ensaios de inibicéo
foi de 10 pg/mL.

As células tEnd.1 foram plaqueadas na concentracéo de 2 x 10° células em
500 pl de meio RPMI suplementado/inserto da placa de 24 pogos e incubadas por
48 h a 37 °C, 5% CO,, para recobrirem toda a membrana de 10mm com poros de
8 pm (Corning Costar, Cambridge, USA). Apds este tempo, o meio antigo foi

removido e os insertos lavados com RPMI sem soro por 1h. Enquanto isto, 0s
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timécitos foram obtidos como descritos na secdo 3.4.3, e previamente tratados
com anticorpos MADb purificados anti-VLAS ou anti-VLA6 ou ainda com Ig néo
relacionada, e 2 x 10° timécitos foram adicionados em meio de cultura sem soro
as tEnd.1. A co-cultura foi entdo incubada a 37°C, 5% CO, por 10h. Em seguida,
os timdcitos que transmigraram para a camara inferior da placa de 24 pocos foram
recolhidos, contados, marcados com anticorpos anti-CD4PE e anti-CD8PE e
fixados em PBS/1% formaldeido. Além do numero absoluto de células migrantes,
foi avaliado também o perfil fenotipico e a capacidade migratéria de cada
subpopulacéo definida por CD4 e CD8 por meio de citofluorimetria. Com o
objetivo de normatizar o nimero de timocitos que transmigraram, o resultado foi
expresso pelo célculo do INPUT de cada subpopulacédo, utilizando a seguinte

formula:

INPUT= numero de células migrantes de cada subpopulacao X
100

numero de células de cada subpopula¢éo colocada no inserto

3.8. ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas e confeccdo dos graficos foi utilizado o
programa computacional GraphPad Prism® versdo 2.1, através dos testes
estatisticos t-student (ndo pareado) e Mann-Whitney (quando as analises eram

feitas entre mais de dois grupos).
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4. RESULTADOS
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4.1. EXPRESSAO DE MOLECULAS E RECEPTORES DE MATRIZ EXTRACELULAR

Objetivando saber se a linhagem de células endoteliais timicas tEnd.1
expressava componentes de ECM, tais como fibronectina e laminina, assim como
seus respectivos receptores VLAS5 e VLA6, foram realizados experimentos
segundo protocolos estabelecidos nos Laboratérios de Pesquisas sobre o Timo,
Departamento de Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ, e no de
Imunohistologia/ICBS/UFAL. Para tanto, foram usados diferentes métodos.

Inicialmente as culturas de tEnd.1 com 24 horas de cultivo em camaras de
8 pocos tipo Labtek, foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia confocal.
Essa técnica foi utilizada para deteccdo de proteinas de ECM expressas na
superficie das células. Assim, ficou demonstrado que as células tEnd.1
expressam as proteinas de ECM, fibronectina e laminina, ndo tendo sido
detectada marcacgao para citoqueratina, utilizada como controle negativo, uma vez
gue as células endoteliais ndo produz essa proteina (dado ndo mostrado).
Interessantemente, foi possivel observar também por meio da técnica de
imunoperoxidase, que € uma técnica na qual anticorpos sao ligados quimicamente
a enzima peroxidase, a expressao dos respectivos receptores desses ligantes de
ECM, as integrinas VLAS e VLAG (Fig.7).

Objetivando conhecer o padrao de expressdo desses componentes de
ECM, os dados acima foram confirmados por citometria de fluxo. Esta técnica é
uma técnica de medicdo das propriedades Oticas de células individuais, ou
particulas em geral. Nesta técnica, um fluxo continuo de células passando
sequencialmente, uma de cada vez, em frente a um que feixe de laser com
sensores que detectam a emissao de fluorescéncia e a disperséo de luz, fornece
informacBes sobre os anticorpos ligados a essas células, além tamanho e da
granularidade das mesmas. Na figura 8 pode-se observar histogramas da
expressédo de fibronectina e laminina nas células endoteliais tEnd.1, onde 79,78%
dessas células expressaram fibronectina, enquanto foi observada a expresséo de
laminina em 95,05% das mesmas (quadro superior). Ainda na figura 8, foi
demonstrada nas células tEnd.1 a expressao de VLA5 e VLAG6, onde 80.08% das

células marcaram positivamente para o anticorpo CD49ePE (especifico para
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VLAS5) enquanto 67.73% delas foram positivas o anticorpo CD49fPE (especifico
para VLAG).
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Fibronectina

Laminina

Figura 7. Expressao de ligantes e receptores de ECM por células endoteliais timicas.
Fotomicrografia do ensaio de imunocitoquimica confocal das células tEnd.1 submetidas aos
anticorpos anti-FN ou anti-LN e reveladas em verde, pelo anticorpo secundario GAR-alexa488
(paineis a esquerda), onde observa-se a expresséo de fibronectina e de laminina. Nos painéis a
direita, estdo demonstradas a expressdo dos respectivos receptores VLAS5 e VLA6 por meio da

técnica de imunoperoxidase. No inserto, o controle negativo (Ig ndo relacionada). Aumento 100x.
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Figura 8. Expressao de ligantes e receptores por células endoteliais da linhagem tEnd.1.
Histogramas mostrando a porcentagem das células t.END-1. positivas para a fibronectina e

laminina (painel superior) e seus respectivos receptores VLA5 e VLA6 (painel inferior),

determinadas por citofluorimetria.
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4.2. PARTICIPACAO DAS MOLECULAS DE ECM NAS
INTERACOES TEND.1/TIMOCITOS.

4.2.1. ENSAIO DE ADESAO

Apos verificar que as células tEnd.1 expressavam os ligantes de ECM,
fibronectina e laminina, e seus respectivos receptores VLAS5 e VLA6, foram
realizados ensaios funcionais de bloqueio de adeséo.

Na figura 9 é possivel observar o indice de ades&o dos timdcitos as células
endoteliais timicas, apo0s tratamento prévio dos timdécitos com anticorpos que
bloqueiam os sitios de ligacdo aos seus respectivos receptores. Assim, foi
observado em dois experimentos independentes o0 mesmo efeito bioldgico, no
gual parece ter havido uma inibicdo da adesdo daqueles timécitos pré-tratados
com o0s anticorpos anti-VLA5 ou anti-VLA6, que apresentaram um indice de
adesao menor do que a Ig utilizada como controle de isotipo.

Ainda neste sentido, foi observado o nimero absoluto dos timocitos apos
liberacdo das células endoteliais, assim como, que subpopulacdo(des) de
timécitos estavam envolvidos neste evento bioldgico (Fig.10). Como resultado, na
figuralOA, pode-se observar um gréafico representativo de dois experimentos
independentes do numero absoluto de timécitos que foram pré-tratados como
acima descrito, e que ap6s 1 hora de incubacgéo a 37 °C, 5% CO,, foram liberados
das células tEnd.1, contados e levados ao citdbmetro de fluxo para observacéao do
seu perfil fenotipico. Os dados sugerem uma discreta participacdo da ECM neste
evento, uma vez que houve uma pequena inibicdo da adesdo no numero dos
timécitos pré-tratados em relacdo a Ig controle (Fig.10A), tendo este evento

ocorrido discretamente no fenotipo DP (Fig.10B).
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Figura 9. Padrdo de adesado de timocitos as células endoteliais timicas tEnd.1. Graficos
representativos mostrando o indice de ades@o dos timécitos que foram pré-tratados com
anticorpos anti-receptor de ECM, anti-VLA5 ou anti-VLA6 comparados aqueles pré-tratados com Ig

controle.
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Figura 10. Modulagao da adesédo de timocitos as células endoteliais timicas tEnd.1. Gréfico

representativo de dois experimentos independentes mostrando um padréo sugestivo de diminuicdo

do ndimero absoluto dos timdcitos pré-tratados com os anticorpos anti-VLA5 ou anti-VLAG, quando

comparados aos pré-tratado com seu controle de isotipo (A). Em B, observa-se

dot-plot

representativo de dois experimentos independentes, demonstrando o fenotipo dos timocitos apos

adesdo as células endoteliais timicas, os quais foram pré-tratados com 0os mesmos anticorpos anti-

ECMr.



55

4.2.2. MIGRAGAO TRANSENDOTELIAL

Com o objetivo de determinar uma possivel participacdo das moléculas de
ECM na transmigracédo dos timécitos através das células endoteliais tEnd.1, foram
realizados ensaios de bloqueios nos quais os timécitos foram pré-tratados com os
anticorpos anti-VLA5 e anti-VLAG, tendo como controle, 0 mesmo tratamento com
uma Ig néo relacionada. Os dados obtidos mostraram uma consistente diminuicéo
dos numeros absolutos em relacdo a transmigracao dos timdcitos tratados com os
anticorpos anti-ECMr, especialmente no caso do tratamento com anti-VLAS.
Embora tenham sido claros os bloqueios com estes anticorpos, 0s mesmos nao
foram estatisticamente significativos (p®™V“*°=0,065 e p®"*°=0,100) (Fig. 11).

Considerando que as propor¢des de timocitos CD4'CD8" sdo em torno de
80% dos timacitos totais do timo, expressamos a capacidade migratéria de cada
subpopulacéo, normalizando os valores obtidos pelo célculo do INPUT (ver secéo
3.8), para observar se haveria mudanca no perfil normal das células pré-tratadas
com anti-ECMr que migraram. Os dados demonstraram apenas uma discreta
tendéncia a uma menor transmigracdo em relacdo a subpopulacdo DP dos
timécitos pré-tratados com os anticorpos anti-ECMr quando comparado ao
controle tratado com Ig nédo-relacionada, assim como um discretissimo aumento
na subpopulagdo CD8, sendo estes dados nao estatisticamente significativos (Fig.
12).
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Figura 11. Transmigracdo de timocitos através das células endoteliais timicas tEnd.1.
Gréfico representativo de 3 experimentos independentes, mostrando o nimero absoluto de
timdcitos pré-tratados com Ig (controle), ou com o0s anticorpos anti-VLA5 ou anti-VLA6, que
transmigraram através das células endoteliais timicas t-END.1, no periodo de 10 horas. As barras

representam as médias e seu correspondente desvio padrao.
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Figura 12. Perfil CD4/CD8 das subpopula¢cdes dos timocitos migrantes. Grafico representativo

de 3 experimentos independentes, demonstrando o input de cada subpopulacéo de timdcitos pré-

tratados com Ig (barras verdes), ou com os anticorpos anti-VLAS5 (barras azuis) ou anti-VLAG6

(barras vinho), que transmigraram através das células endoteliais timicas t-END.1, em relagdo ao

numero absoluto colocados para migrar. As barras representam as médias e seu correspondente

desvio padrao.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO
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Estudos anteriores mostram que 0s vasos sanglineos, penetram no
parénquima timico na regido proxima a jungao cortico-medular onde entram 0s
precursores de linfécitos T, e que tais vasos sdo constituidos principalmente de
células endoteliais timicas (van EWIJK, 1988; PETRIE, 2002). Além disso,
estudos mostram que o timo é constituido de uma rede tridimensional de células
do estroma que produzem e interagem com proteinas de ECM (SAVINO et
al.,1992). Neste sentido, esta interacdo compreende tanto uma adesdo adequada
como a comunicacao entre esses elementos, sendo a interacdo das células com a
ECM, um evento critico para o desenvolvimento dos linfécitos intratimicos
(SAVINO et al.,1993; ROSSO et al, 2004). Assim sendo, o papel da ECM na
fisiologia e patologia do timo tem despertado cada vez mais interesse (VILLA-
VERDE et al., 1995; QUIRICO et al., 1995; SAVINO et al., 2000; AYRES-
MARTINS, 2004).

Por outro lado, um outro elemento crucial para fisiologia do timo sao as
células endoteliais timicas. Estas sao habilitadas em liberar sinais para o
recrutamento dos linfécitos T imaturos (IMHOF et al.,, 2000), que por sua vez
depende de elementos perivasculares, incluindo revestimento perivascular
epitelial em torno dos vasos sanguineos, bem como outros “estromas” e/ou
células destas regibes (PETRIE, 2002). Neste sentido, tem sido demonstrada a
participacdo de moléculas de adesado, tais como, a4p1-VCAM-1, no
enderecamento dos progenitores para o timo, sua migracdo dentro dele, e
subseqliente saida como células T maduras, mediados por adesao entre as
células murais e células endoteliais (GARMY-SUSINI et al., 2005).

Diante da importancia concernente aos dados acima descritos, e, uma vez
gue h& uma lacuna no que se refere ao conhecimento mais especifico das células
endoteliais timicas em relacdo a ECM, este trabalho objetivou o estudo da
expressdo de ligantes e receptores de matriz extracelular em uma linhagem de
células endoteliais obtidas a partir do timo de camundongos da linhagem
C57BL/6, denominadas tEnd.1 (WILLIAMS et al., 1989; AURRAND-LIONS et al.,
2004). Além disso, procurou-se avaliar uma possivel participagdo dessas
moléculas de ECM nas intera¢0es células tEnd.1/timdcitos.

Os experimentos de imunofluorescéncia confocal realizados para

evidenciar a expressao de ligantes de ECM nas células endoteliais timicas tEnd.1,
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de fato demonstraram a capacidade dessas células de produzir fibronectina e
laminina (fig. 7). Neste contexto, experimentos anteriores ja haviam demonstrado
gue néo s6 as TECs (SAVINO et al., 1986; LANNES et al.,1991; VILLA VERDE et
al.,, 1994, 2002; SAVINO et al., 2003), mas também uma outra subpopulacédo de
células nao epiteliais timicas, as células fagocitarias do reticulo timico (PTR),
também sdo capazes de expressar estes mesmos ligantes de ECM (AYRES-
MARTINS et al., 2004).

Apoés a observacdo de que as células endoteliais tEnd.1 expressavam as
proteinas de ECM fibronectina e laminina, o proximo passo foi avaliar nestas
Células a expressdo de seus respectivos receptores. Assim, utilizando a
abordagem de imunocitoquimica, ficou demonstrada a expressdo dos receptores
VLA-5 e VLA-6 (fig.7), e de posse destes dados, objetivou-se saber qual o perfil
de expressdo destas moléculas. Assim, por meio de histogramas obtidos de
células tEnd.1 viaveis, determinadas por citofluorimetria (Fig.8), confirmamos a
expressdo destes receptores, onde o VLA-5 foi expresso aproximadamente em
80% das células, enquanto o VLA-6 em 68% das mesmas. Tais receptores ja
tinham sido demonstrados anteriormente, ndo apenas em timaécitos (SAWADA et
al., 1992; VILLA VERDE et al.,1993), mas também em TECs (LANNES et al.,
1993; VILLA VERDE et al., 1994) e em PTRs (AYRES-MARTINS et al., 2004).
Ainda neste contexto, Savino e col. (2000; 2002a) demonstraram que células do
microambiente timico expressam nao s o receptor para laminina VLA6 e para
fibronectina VLA5, mas também respectivamente, os receptores VLA3 e VLAA4.

Uma vez que a linhagem de células tEnd.1 trata-se de uma linhagem de
células endoteliais timicas, pode-se supor que in vivo as células endoteliais
timicas estariam produzindo estes ligantes e receptores de ECM, reforcando
assim, o conceito de que diferentes tipos celulares do microambiente timico sejam
co-responsaveis pela producdo dessas proteinas de ECM, tipicas de membrana
basal.

Apo6s a constatacdo da expressao de moléculas de ECM e seus receptores
em células tEnd.1 e objetivando determinar uma possivel participacdo das
moléculas de ECM nas intera¢gbes tEnd.l/timdcitos, foram realizados ensaios
funcionais de bloqueio de adesdo e de transmigracdo de timécitos através das

células endoteliais tEnd.1.
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Para se observar o indice de adesdo dos timdcitos aderidos as células
endoteliais tEnd.1, os timocitos foram pré-tratados com anticorpos anti-VLAS e
anti-VLAG, os quais apresentaram resultados que sugeriram uma inibicdo parcial
da adesdo dessas células as células tEnd.1. Tendo sido claramente observado
em dois experimentos independentes, 0 mesmo efeito biolégico (Fig 9). Estes, em
ambos os experimentos apresentaram o indice de adeséo (IA) bem menor nos
timécitos pré-tratados quando comparado ao controle. Estes dados ndo sofreram
tratamento estatistico por se tratar de um nimero muito baixo de experimentos,
apesar de dados anteriores de adesdo de timécitos sobre a ECM, terem sido
demonstrados da mesma forma (SMANIOTTO et al.,, 2005). Embora se faca
necessario repetir os experimentos para 0 aumento do n, para assim serem
obtidos resultados concernentes ao papel da ECM na adesao tEnd.l/timdcitos
comprovadamente significativos, dados anteriores com outros tipos de células do
microambiente timico, demonstraram claramente a participacdo dos mesmos
ligantes e receptores de ECM nas interacGes dessas células com os timacitos.
Neste sentido, utilizando alguns modelos in vitro, tem sido demonstrado que a
adesédo e a migracdo de timocitos sobre TEC, assim como sobre PTRs, séo
eventos mediados por moléculas de ECM (SAVINO et al., 1993; 1996; AYRES-
MARTINS et al., 2004).

De acordo com Ayres-Martins e col. (2004) a adesé&o de timdcitos a culturas
de PTRs foi bloqueada de forma significativa quando as PTRs e/ou os timocitos
foram tratados com anticorpos anti-fibronectina ou anti-laminina, ou com anti-
VLAS ou anti-VLAG6. Dados de trabalhos anteriores mostraram que a adesao de
timécitos a uma linhagem de células epiteliais timicas de camundongos podia ser
bloqueada pelo uso de anticorpos com especificidades para diferentes
componentes e receptores de ECM (VILLA-VERDE et al, 1994; LAGROTA
CANDIDO et al., 1996). Neste sentido, Villa-Verde e col. (1994) mostraram que a
adesdo de timocitos as culturas de TEC é reforcada com a presenca de
componentes de ECM. Além disso, tem sido demonstrada também a participacdo
de integrinas e quimiocinas e seus receptores, no enderecamento dos
progenitores para o timo, sua migracdo dentro dele, e subseqiiente saida como
células T maduras (SAVINO et al., 2003; SERINI & BUSSOLINO, 2004; GARMY-
SUSINI et al., 2005).
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Uma vez que o IA dos timécitos pré-tratados com anticorpos anti-VLA5 ou
anti-VLAG, e colocados para aderir sobre as células endoteliais tEnd.1 resultaram
em uma inibi¢&o parcial da adeséo em relagéo ao controle, foram realizados dois
experimentos independentes em que os timécitos sofreram o mesmo tratamento,
mas que apds a adesdo, foram liberados da co-cultura para averiguacéo do perfil
CD4/CD8. Em relacdo ao numero absoluto, em ambos o0s experimentos,
semelhantemente ao ocorrido com 0s ensaios para verificagdo do IA, houve uma
inibicdo parcial dos timdcitos pré-tratados, especialmente com o anticorpo anti-
VLAS5 (Fig.10A), e de forma geral, essa modulagdo ocorreu discretamente nos
timécitos de fenotipo duplo-positivo (Fig.10B), sugerindo uma participacao parcial
pelo menos desse receptor nas interacdes dos timocitos de fenotipo imaturo com
as células endoteliais timicas. Neste sentido, fazendo um paralelo, estes dados
estariam de acordo com estudos anteriores, em que Dalmau e col. (1999)
demonstraram que os linfécitos imaturos (DN ou DP) para os marcadores CD4 e
CD8 sao os que preferencialmente aderem as TEC, adesdo esta dependente de
ECM. Além disso, foi observada também em estudos in vitro, a participacdo da
fibronectina e da laminina nas interacdes de timécitos de fendtipo imaturo com
outro tipo celular do estroma timico, quando da formacdo das rosetas
PTR/timocitos (AYRES-MARTINS et al., 2004).

Considerando que o processo de migracdo celular implica em
eventos sequenciais de adesdo e de-adesdo da célula migrante sobre o seu
substrato, Scollay e Godffrey (1995) propuseram que a migracdo intratimica
seguiria um padrdo ordenado, enquanto Savino e col. (1996), propuseram que
esta migracao se daria sobre uma esteira molecular rolante a qual teria como
substrato moléculas de ECM. Assim, um outro ensaio funcional desenvolvido
neste trabalho foi 0 ensaio de migracao in vitro em placas de “Transwell”, utilizado
para verificar qual a participacdo da ECM na transmigracdo de timocitos através
das células endoteliais tEnd.1. Através desse ensaio foi possivel observar a
participacdo da fibronectina, pelo menos via a integrina a5p1 (VLA-5) neste
evento, o que parece ocorrer também em relacdo a laminina via seu receptor
a6p1l (VLA-6). Neste sentido, foi observado uma menor migracdo em numeros
absolutos dos timdcitos pré-tratados com anticorpos anti-VLAS5 e anti-VLAG6

guando comparados ao controle. Embora essa inibicdo da transmigracdo dos
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timécitos pré-tratados com os anticorpos anti-ECMr ndo tenha sido
estatisticamente significativa (Fig.11), parece muito provavel que um aumento no
namero de experimentos resolveria este problema. Por outro lado, ao ser avaliado
o perfil dos timdcitos migrantes, de um modo geral ndo houve modulacao
significante nas diferentes sub-populacdes de timécitos definidas pela expressao
de CD4 e CD8 (Fig.12).

Interessantemente, foi sugerido um papel para os receptores VLA-4 e VLA-
5 em humanos, onde os timd4citos mais imaturos usariam VLA-4 para aderir e
migrar sobre a fibronectina, enquanto estas células mais maduras aparentemente
usariam VLA-4 e VLA-5 (CRISA et al, 1996; DALMAU et al., 1999). Segundo
estes autores, as células T mais imaturas usariam o VLA-4 para aderir e migrar,
enquanto as células T mais maduras passariam a expressar uma maior
guantidade do receptor VLA-5 com o qual interagiria e, em colaboracdo com o
VLA-4, adquiriria uma alta capacidade de migracdo. Além disso, Savino e col.
(2003) demonstraram atraveés do bloqueio in vivo do receptor VLAS5 pela injecéo
intratimica do peptideo GRGDSP (RGDS) juntamente com o fluorocromo FITC,
gue o numero absoluto de recentes emigrantes timicos foi significantemente
menor quando comparado ao controle em relagcdo ao baco, sugerindo que o VLA-
5 exerca um papel na emigracéo de linfécitos do timo para o baco. Ainda neste
contexto, considerando que a interacdo entre fibronectina e laminina e seus
receptores tem uma relevancia em aspectos fisiolégicos do timo, poderiamos
imaginar que em condicBes patolégicas, onde houvesse modificacdo desta
interac&o, poderia ocorrer uma modificacéo no processo de adesédo e migragao de
timécitos. De fato, em estudos anteriores com camundongos NOD, os quais
desenvolvem diabetes mellitus insulino-dependente, foi observado um defeito do
receptor de fibronectina, a integrina a5B1, no componente linféide, com uma
expressdo diminuida desta molécula (COTTA-de-ALMEIDA et al.,, 2004). Neste
estudo, foi observada uma importante diminuicdo de expressdo de VLA-5 em
células CD4"CD25", sugerindo que a retencéo destas células do tipo regulatdria
no timo, esteja relacionada a diminuicdo de expressao de VLA-5. Nesse sentido, 0
defeito em a5B1 nos timdcitos desses camundongos talvez esteja associado a
uma possivel consequéncia para diabetes tipo 1 (GEUTSKENS et al., 2004). Uma

outra patologia em que sabidamente ha alteracdo do padrdo de ECM intratimica é
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a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), onde o camundongo mdx € descrito
como modelo experimental. Dados anteriores do Laboratorio de Pesquisas sobre
o Timo da FIOCRUZ/RJ e de outros laboratérios, demonstraram o envolvimento
do sistema imune no desenvolvimento desta doenca (MORRISON et al., 2000;
SPENCER et al.,, 2001; SPENCER & TIDBAL, 2001; AYRES-MARTINS, 2004).
De acordo com Ayres-Martins (2004), foi demonstrado que os timécitos de
camundongos mdx apresentavam uma expressdo diminuida da molécula de
VLAS, assim como uma diminuicdo da capacidade de adesdo e migracdo desse
tipo celular nessa linhagem de camundongo, o0 que em teoria, poderia se pensar
haver alguma relacdo com a patofisiologia da doenca. Além disso, experimentos
in vitro demonstraram que o horménio do crescimento (GH) induziu o aumento da
expressdo de laminina e fibronectina, bem como de seus respectivos receptores
VLA-5 e VLA-6 em culturas de TEC tratadas com o mesmo (de MELO-COELHO
et al., 1997; SAVINO et al., 2002a), assim como in vivo, 0 aumento da expressao
de laminina e de seu receptor VLA-6 no microambiente timico (SMANIOTTO et
al., 2005), demonstrando assim a participacdo desses componentes de ECM em
estados fisiologicos e patologicos.

Em conjunto, estes dados demonstram que as células endoteliais da
linhagem tEnd.1 s&o capazes de expressar ligantes e receptores de matriz
extracelular, e que as interacbfes mediadas por estes ligantes (fibronectina e
laminina) e seus respectivos receptores (VLA-5 e VLA-6), ndo sao restritos
apenas as células do estroma, mas também as células endoteliais que constituem
0s vasos timicos. Além disso, estas moléculas de ECM parecem participar no
padrdo de migracdo de linfécitos no timo, uma vez que o uso de anticorpos anti-
VLAS e anti-VLAG inibiram parcialmente a adesdo/transmigracdo de timocitos as

células endoteliais timicas da linhagem tEnd.1.
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