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RESUMO

O envelhecimento é resultado do acumulo de danos moleculares e celulares que
diminuem a capacidade funcional dos tecidos e afetam a qualidade de vida da
populacdo idosa. No sistema imunoldgico, isso resulta em imunossenescéncia, com
alteragdes na resposta imune e involugéo timica, que prejudica a producéao de linfocitos
T no timo. A involugdo do timo resulta de modificagdes em células epiteliais timicas
(TEC). E proposto que as TEC podem sofrer agdo de radicais livres, favorecendo a
senescéncia celular e, consequentemente, a degeneragao timica com a idade. Este
trabalho teve como objetivo investigar as alteragdes provocadas pela senescéncia
celular induzida por estresse oxidativo em células epiteliais timicas de camundongos in
vitro. Para investigar esses processos, foi utilizada a D-galactose (D-gal), um agucar
redutor que induz estresse oxidativo e promove a senescéncia celular, em linhagem de
TEC murina 2BH4. Os resultados demonstraram que o tratamento com D-gal foi eficaz
na inducdo de senescéncia, evidenciado por mudangas morfoldégicas caracteristicas
nas células, aumento significativo na expressdo de p16, marcador de senescéncia e
responsavel pela parada do ciclo celular, além de uma reducdo do numero de células
expostas a D-gal. As células senescentes apresentaram aumento significativo na
expressédo do gene para a citocina de TNF-q, indicando uma possivel participagéo no
Fendtipo Secretor Associado a Senescéncia (SASP). Quanto a fungao celular, foi visto
alteragdo na deposicdo das moléculas de matriz extracelular, fibronectina e laminina,
além de alteragdes significativas na expressdo da integrina VLA-5, sugerindo
possiveis modificagdes nas interagdes celulares com a matriz extracelular,
comprometendo a adesdo e a migracdo celular no microambiente timico. Esses
achados sugerem que o estresse oxidativo decorrente do tratamento com a D-gal
desempenha um papel importante na senescéncia dessas células, fornecendo uma

base para investigagdes futuras sobre a involugao timica relacionada a idade.

Palavras chaves: Timo; Senescéncia; D-galactose



ABSTRACT

Aging is the result of the accumulation of molecular and cellular damage that reduces
the functional capacity of tissues and affects the quality of life of the elderly population. In
the immune system, this results in immunosenescence, with changes in the immune
response and thymic involution, which impair the production of T lymphocytes in the
thymus. Thymic involution results from changes in thymic epithelial cells (TEC). The TEC
may be susceptible to the effects of free radicals, which favor cellular senescence and,
as a result, thymic degeneration as people age. This study aimed to investigate the
changes caused by cellular senescence induced by oxidative stress in TEC of mice in
vitro. To this end, D-galactose (D-gal), a sugar reducer that induces oxidative stress and
promotes cellular senescence, was used in a murine TEC cell line 2BH4. The results
demonstrated that treatment with D-gal was effective in inducing senescence, as
evidenced by characteristic morphological changes in the cells and a significant
increase in the expression of p16, a senescence marker responsible for cell cycle
arrest, in addition to a reduction in the number of cells exposed to D-gal. Senescent
cells significant increased the expression of the gene for the cytokine TNF-a, reducing
a possible participation in the Senescence-Associated Secretory Phenotype (SASP).
Regarding cellular function, changes in the composition of the extracellular matrix
molecules, fibronectin and laminin, were observed, in addition to significant changes in
the expression of the integrin VLA-5, providing possible modifications in cellular
interactions with the extracellular matrix, compromising cell adhesion and migration in
the thymic microenvironment. These findings suggest that oxidative stress resulting from
treatment with D-gal plays an important role in the senescence of these cells, providing

a basis for future investigations on age-related thymic involution.

Keywords: Thymus; Senescence; D-galactose
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INTRODUGAO

O timo, um 6rgao linféide primario importante para o desenvolvimento do
sistema imunolégico, sofre redugdo da sua capacidade estrutural e funcional a medida
que o organismo envelhece. Esta involugdo timica pode resultar na diminuigdo da
producéo de células T e, consequentemente, na disfungéo imunoldgica, o que contribui
para a diminuicdo da resposta imunolégica em organismos envelhecidos (Reis et al.,
2023).

Estudos anteriores mostraram que as alteragcbes no desenvolvimento de
linfécitos T durante a involugao timica podem ser resultado de mudangas em células do
estroma do timico, especialmente nas células epiteliais timicas (TEC) (Reis et al.,
2015; Baran-Gale et al., 2020; Chen et al., 2021). Neste sentido, foi observado um
acumulo de TEC senescentes em timos de humanos adultos, acompanhado pela
presenca de danos no DNA, estresse oxidativo e aumento de mediadores
pro-inflamatérios (Budamagunta et al., 2021).

A senescéncia celular € um mecanismo bioldgico essencial para a manutengao
da integridade genémica das células, sendo causada por diversos fatores de estresse,
como radiagao ionizante, estresse oxidativo, encurtamento dos teldbmeros, disfungéo
mitocondrial e estimulos inflamatérios. Esse processo resulta na interrupgao irreversivel
do ciclo celular, evitando a proliferagao de células danificadas e contribuindo para a
prevencado de patologias. No entanto, com o avango da idade, o acumulo de células
senescentes no organismo pode gerar inflamagao crbénica, associada ao aumento do
risco de doengas relacionadas ao envelhecimento (Burton e Krizhanovsky, 2014).

Além disso, as células senescentes secretam citocinas pré-inflamatoérias que
nao apenas mantém a senescéncia, mas também alteram o microambiente celular ao
afetar células vizinhas (Gorgoulis et al., 2019).

Varios fatores, intrinsecos e extrinsecos, estdo envolvidos na inducdo da
senescéncia celular, entre eles pode-se apontar o agucar redutor D-galactose. Este
composto tem sido amplamente utiizado como modelo experimental para induzir a
senescéncia precoce, uma vez que o acumulo excessivo dessa substancia resulta em
estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial (Cai et al, 2022).

Dessa forma, o estudo dos impactos da senescéncia celular induzida pela
D-galactose nas TEC oferece uma perspectiva importante para entender os

mecanismos de senescéncia e suas consequéncias na fungdo imunoldgica e
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espera-se contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas para
a modulagédo da resposta imunoldgica em condigdes de envelhecimento acelerado e

em patologias relacionadas.
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REVISAO DA LITERATURA
1.1 Timo

O timo é um orgao linféide primario, localizado na regido do mediastino,
anteriormente ao coracdo, e que possui dois l6bulos. E constituido por uma porgéo
periférica denominada cértex e uma porgao central denominada medula, as quais
contém timécitos (linfocitos em desenvolvimento), linfocitos B, células epiteliais timicas
(TEC), células neurais, células mesenquimais, células endoteliais, macréfagos,
fibroblastos e células dendriticas (Fausto et al., 2004; Reis et al., 2023). Esse 6rgao é
responsavel pela diferenciagdo, maturacéo, proliferacédo e selegdo dos linfocitos T
imunocompetentes, a partir de células progenitoras resultantes da medula 6ssea. Para
iSso, € necessaria a interacdo entre os timocitos e as demais células do estroma
timico.

Inicialmente, os timdcitos imaturos ndo expressam o complexo do receptor de
células T (TCR) com o CD3 em baixa ou alta densidade, assim como as moléculas
acessorias CD4 ou CD8, estando no estagio duplo-negativo (DN). Durante esse
estagio, ocorre a recombinagéo dos genes para TCR, essencial para a especificidade
ao reconhecimento de antigenos. Em camundongos, o subconjunto DN é subdividido
em quatro estagios consecutivos (DN1, DN2, DN3 e DN4) e em humanos possui trés
estagios (DN1, DN2, DN3), diferenciando-os pela expressdo de marcadores de
superficie, pelo rearranjo dos genes do TCR e pela necessidade de citocinas. No
ultimo estagio DN, as células imaturas passam a expressar o TCR concomitante com
as moléculas CD4 e CD8, passando para o estagio duplo-positivo (DP) (Condes et al.,
2022; Savino e Dardenne, 2010).

Nesse ponto, iniciam-se 0s processos de sele¢do positiva e negativa, os quais
dependem do contato com elementos de sele¢ao, como as moléculas do complexo
maior de histocompatibilidade (MHC), expressas por células do microambiente timico,
e o complexo TCR presente nos timdcitos. Isso assegura que os timécitos sejam
capazes de reconhecer moléculas de MHC préprias e serem tolerantes aos tecidos
proprios (Lima et al., 2007; Savino e Dardenne, 2010).

A selecao positiva € mediada pelas células epiteliais timicas do cértex, onde os
timocitos duplo-positivos que se ligam com alta afinidade aos antigenos proprios
tornam-se autorreativos, sofrem apoptose e s&o eliminados. Aqueles que se ligam

fracamente aos antigenos proprios se diferenciam em linfécitos T CD4+ ou CD8+
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(Martinez-Ruiz et al., 2021; Mesquita Junior et al., 2010; Fujimori e Ohigashi, 2024).
Aqueles que interagem com o complexo MHC-peptideo de classe | diminuem a
expressdao de CD4, mantendo somente a expressdao de CD8. Enquanto a ligagao ao
complexo MHC-peptideo de classe Il diminui a expressdo de CD8 e mantém a do CD4
na membrana. Assim, a selegdo positiva origina as células do ultimo estagio de
diferenciagdo dos linfocitos, chamadas de timdcitos simples-positivos (SP) para CD4
e para CD8, que migram para a medula timica, onde ocorre a selecdo negativa a partir
da interagédo com TEC e células dendriticas (Savino e Dardenne, 2010).

A selegdo negativa € essencial para eliminar timocitos que reconhecem de
forma exagerada ou equivocada os antigenos proprios, prevenindo o desenvolvimento
de doencas autoimunes. Apds as selegdes, os timécitos se tornam linfocitos T
maduros e funcionalmente competentes, diferenciando-se em dois subtipos principais
de células unicamente positivas: linfocitos TCR?''*® CD4* CD8", também chamados de
linfocitos T auxiliares, que coordenam respostas imunoldgicas, e linfocitos TCR?''°
CD4™ CD8", ou linfécitos T citotoxicos, responsaveis por eliminar células infectadas ou
tumorais (Figura 1). Esses linfécitos T maduros deixam o timo e entram na circulagao
sanguinea, onde exercem suas fungdes no sistema imunolégico adaptativo (Savino e
Dardenne, 2010).

Esses eventos dependem de interagdes no microambiente timico, destacando
a importancia das células epiteliais timicas. Alteragdes na estrutura ou funcéo dessas
células podem impactar significativamente a eficacia da resposta imunoldgica (Lima et
al., 2007). Com o avango da idade, além do impacto na funcionalidade das células
epiteliais timicas, ocorre a involugdo timica, um processo caracterizado pela
substituicdo progressiva do tecido timico por tecido adiposo. Essas mudancgas
culminam na reducao da variabilidade dos receptores de linfécitos T e na diminui¢cao
da liberacdo de linfécitos T naive, comprometendo a capacidade do sistema

imunolégico em responder a novos antigenos (Alves et al., 2019).
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Figura 1. Processo de linfopoiese
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Processo de desenwlhvimento intratimico dos progenitores hematopoiéticos de células T e
microambiente timico de forma simplificada (Fonte: Adaptado de Savino e Dardenne 2010 e Condes et
al., 2022).

1.1.2 Células epiteliais timicas

As TECs sdo de extrema importdncia para o processo de maturacdo dos
linfocitos T, pois contribuem para a criagdo e manutengdo do microambiente timico.
Além disso, produzem moléculas da matriz extracelular (MEC) que d&o suporte fisico
ao orgao (Ramarli et al., 1998; Venables et al., 2019). Curiosamente, as TEC nao
apresentam uma estrutura epitelial convencional, sendo classificadas como epiteliais
principalmente por suas caracteristicas bioquimicas, como a presenga de
desmossomos e filamentos de queratina (Venables et al., 2019; Aw et al., 2008).

No timo, as TEC sao subdivididas em dois tipos funcionalmente distintos. As

células epiteliais timicas corticais (cTEC), que sdo compactadas com fibras longas
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(processos semelhantes aos dendriticos), e ficam localizadas nas bordas externas do
orgao. E ao centro do timo estdo as células epiteliais timicas medulares (mTEC), que
sdo de natureza escamosa e mais frouxamente organizadas (Aw et al., 2008).

As cTEC possuem fenétipo definido pela expressdo das moléculas de
superficie Ly51+ e Aglutinina 1 de Ulex Europaeus (UEA-1 -) (Alves et al., 2014).
Essas células sao responsaveis por mediar os processos iniciais de diferenciacao
dos timacitos, atraindo células precursoras para o cortex timico através da produgao
de quimiocinas como CXCL12 e CCL25 (Martinez-Ruiz et al., 2021). Elas podem ser
subdivididas em dois grupos, um que expressa apenas queratina 8 (K8), e outro que
expressa queratina 8 e queratina 5 (K5) (Klug et al., 1998). As cTECs também
garantem a ligacdo adequada entre o MHC e os fragmentos de antigenos proéprios,
durante o processo de selegao positiva.

Ja as mTEC possuem o fenotipo Ly51- UEA1+, expressam moléculas do MHC
e diferentes citoqueratinas (Alves et al., 2014). Em estudos recentes com
camundongos, foram identificados 4 subtipos de mTECs:

1) mTEC | sdo responsaveis por atrair os timocitos selecionados
positivamente para a medula, através de quimiocinas como CCL19 e
CCL21, onde ocorre a selecéo negativa;

2) mTEC I expressam MHC Il em altas quantidades, assim como os
antigenos especificos de tecidos (TRA), componentes que sao
essenciais para a tolerancia central, ajudando a eliminar linfocitos T que
poderiam atacar o proprio organismo. Os fatores de transcrigao
regulador autoimune (AIRE) e o fator de dedo de zinco da familia Fez 2
(Fezf2) sao fundamentais nesse processo, pois regulam a expressao de
genes que garantem a autotolerancia no sistema imunoldgico;

3) mTEC Il sdo células que expressam a proteina AIRE (p6s-AIRE),
caracterizadas pela expressdo de citoqueratinas 10, e pela proteina
involucrina (IVL);

4) mTEC IV: conhecidas como células de tufo timico, que expressam os
genes para o fator de transcri¢do especffico de células de tufo (Pou2f3),
para a cinesina associada a microtubulos (Dclk1) e para o canal de
cations de potencial transitério subfamilia M membro 5 (Trpom5). Esses
genes estao associados, respectivamente, a diferenciacdo celular, a

sinalizagdo e manutencdo do citoesqueleto e a contribuicdo para a
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sinalizagao intracelular.
Um grupo recentemente descoberto foi o das TEC miméticas, que produzem antigenos
especificos de orgaos periféricos, ajudando a regular a resposta imunolégica. Elas
favorecem o desenvolvimento de linfécitos T reguladores, promovendo a tolerancia
imunolégica e prevenindo reagdes autoimunes ao ensinar o sistema imunoldgico a
reconhecer os proprios tecidos do corpo (Martinez-Ruiz et al., 2021; Michelson et al.,
2022).

Além de participar nos processos de selec¢ao positiva e negativa, as TEC sao
importantes fontes de fatores de crescimento, horménios, neurotransmissores,
citocinas e moléculas da MEC que exercem papel fundamental na manutengao dos
timocitos em desenvolvimento e no processo de migragao e consequente maturagcao
dessas células (Ramarli et al., 1998; Savino et al., 2015; Reis et al., 2023; Francelin et
al., 2021).

1.1.3 Matriz extracelular e seus receptores no timo

A matriz extracelular (MEC) do timo € uma rede complexa composta por
colageno, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanos, que sustenta e regula o
desenvolvimento dos timocitos. Componentes como o colageno | e IV e a fibronectina
formam um suporte essencial para a adesédo e migragao dos timécitos. As interagbes
entre timdcitos e a MEC sao mediadas por integrinas como a,3; (VLA-4), as3; (VLA-5)
e ogB (VLA-6), que promovem a migracdo e a organizacao espacial dos timdcitos
dentro do timo. Ademais, as TEC expressam adesinas importantes para realizar a
ligagdo com os timécitos e, consequentemente, sua maturacdo em linfécitos T
competentes (Pérez et al., 2024).

Dentre as moléculas da MEC no timo, pode-se destacar a laminina. Produzida
principalmente pelas células estromais timicas, essa molécula € crucial para criar
gradientes que orientam o desenvolvimento dos timdcitos através de interagdes
especificas com integrinas (Pérez et al., 2024). A laminina € uma glicoproteina adesiva
presente nas membranas basais que, além de contribuir para a estrutura, estabilidade
e caracteristicas fisicas das membranas, possui isoformas que estimulam uma gama
de respostas biolégicas em varios receptores celulares, possibilitando a migragéo, a
proliferacdo e a diferenciacdo celular (Ziober et al., 1996). No timo, ja foram

identificadas 18 isoformas de laminina, classificadas de acordo com as cadeias a, 3 e
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y correspondentes e que estdo distribuidas heterogeneamente dentro dos I6bulos
timicos (Savino et al., 2015).

Nos timdcitos, produz-se a isoforma da laminina-2, denominada merosina, que
atua como ligante para a integrina VLA-6. Estudos em camundongos adultos
revelaram que a laminina-2 esta presente no timo. Foi observado que a populacdo
imatura de timaécitos, identificada pelo marcador de superficie celular J11d+, adere a
laminina-2 (Magner et al., 2000). Um estudo conduzido por Savino e colaboradores em
2003 observou um padrao anormal de desenvolvimento de timocitos em camundongos
mutantes do tipo dy/dy, que apresentam deficiéncia de laminina-2. Este trabalho
identificou que os camundongos exibiram sintomas de atrofia do timo com redugéao
proporcional no numero de timocitos DN e um aumento na apoptose dessas células.
Também foi mencionado que a laminina-5, presente nas TECs medulares do timo
humano, desempenha um papel na transmissdao de sinais que afetam o
comportamento dos timdcitos. Experimentos conduzidos em camundongos
demonstraram que os anticorpos anti-laminina-5 ndo apenas inibiram a proliferagéao
dos timécitos, mas também sua diferenciacdo para o fenétipo DN e DP. Esses
resultados indicam um papel importante das interagdes mediadas pela laminina para a
progressao dos timécitos, impactando significativamente o desenvolvimento e a
maturagao dos linfécitos T no timo (Savino et al., 2003).

Juntamente com a laminina, a fibronectina € uma componente vital para as
interagdes entre os timdcitos e a matriz extracelular. No timo, sdo produzidas duas
formas dessa glicoproteina, uma delas possui um dominio de ligacdo especfifico
contendo arginina, glicina e acido aspartico (dominio RGD), que favorece sua ligagao
a integrina receptora VLA-5. A outra forma da fibronectina presente no timo é
resultante do splicing do RNA mensageiro e apresenta um dominio de ligagcéo
contendo arginina, glutamato, acido aspartico e valina (dominio REDV), que se liga a
integrina  VLA-4. Enquanto a primeira forma estd amplamente distribuida pelo
parénquima timico, a segunda é predominantemente na medula do timo (Savino et al.,
2003). A migracéo de timocitos é influenciada pela interagéo com a fibronectina, onde
as integrinas VLA-4 e VLA-5 desempenham papéis criticos, permitindo a adeséo e
migragado dos timdcitos, com evidéncias de uma distribui¢cdo diferencial dos sitios de
ligacédo a fibronectina entre o cortex e a medula do timo (Crisa et al., 1996; Savino et
al., 2003).
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1.1.4 Citocinas

No microambiente timico, a produgdo de citocinas constitutivas pelas TECs
desempenha um papel crucial na regulacdo imunolégica (Colié et al., 1991). Estudos
que utilizam técnicas de deteccdo de RNA e bioensaios com culturas primarias de
células epiteliais timicas humanas demonstraram a produgédo de diversas citocinas
como as interleucinas (IL)-1, IL-3, IL-6, o Fator Estimulador de Col6nias de
Granulocitos e Macréfagos (GM-CSF) e o Fator Inibidor de Leucemia (LIF) (Yarilin e
Belyakov, 2004).

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a), uma citocina pré-inflamatoria,
desempenha um papel essencial no microambiente timico. Produzido principalmente
pelas TECs e mastécitos, nas zonas medulares e cértico-medulares, ele é secretado
de forma constitutiva pelas TECs, mesmo na auséncia de estimulos externos, o que
refor¢a sua relevancia intrinseca na regulagao do timo. Além disso, o contato entre as
TECs e os timoécitos modula a produgao de TNF-a, que promove a sobrevivéncia e a
diferenciacdo de linfécitos T através da ativacao de vias de sinalizacao, influenciando
a expressao de moléculas de superficie essenciais para uma resposta imune (Yariline
Belyakov, 2004). Cohen-Kaminsky (1991) declarou que, quando as TECs sédo expostas
exclusivamente ao TNF-a por 72 horas, ocorre uma redugao na atividade bioldgica da
IL-6; entretanto, ao adicionar estimulos, como o lipopolissacarideo (LPS) ou IL-1-3, os
niveis de IL-6 sao elevados. Assim, o TNF-a se destaca como um componente central
na homeostase timica, mediando processos inflamatérios e interagdes celulares que
sustentam as respostas imunes reguladas por este 6rgéo.

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina multifuncional e pleiotrépica, fundamental
para a regulacdo das respostas inflamatdrias e imunoldgicas. Produzida ndo apenas
por TECs, mas também por mondcitos, linfécitos T e B, fibroblastos, astrdcitos, células
endoteliais, epidérmicas e renais. A IL-6 desempenha varias atividades bioldgicas in
vitro, incluindo a promocdo da maturacdo de céluas B em produtoras de
imunoglobulinas e colaboracdo com a IL-3 na proliferagdo de progenitores
hematopoiéticos multipotentes. Além disso, também intensifica respostas de linfocitos
T, sendo relevante para a indugao da proliferagao celular e facilitando a diferenciacao
de linfécitos T citotdxicos. Sua expressdo pode ser aumentada por citocinas
inflamatérias como IL-1-B, TNF-q, IFN-y, TGF-3 e agentes bacterianos encontrados em

altos niveis em condicdes de autoimunidade, infeccbes e lesdes teciduais
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(Cohen-Kaminsky et al., 1991). A IL-6 influencia os timécitos CD4*CD8 ~ e CD4 “CD8*,
atuando como importante mediador na promogao da proliferacdo em um ambiente
onde a IL-2 esta presente, mas nao sdo capazes de induzir a proliferagao em timaécitos
isolados (Coli¢ et al., 1991).

Esses achados indicam que as interacdes entre TECs e citocinas podem ser
essenciais para a ativacao e proliferagcao de timécitos, processo vital no timo. Essas
descobertas ressaltam a complexidade das interagcbes entre as TECs e as citocinas,

que podem ser fundamentais para a compreensao de processos patologicos.

1.2 Involugao timica associada a imunosenescéncia

O processo de envelhecimento resulta em diversas modificagdes celulares,
principalmente nos componentes do sistema imunolégico, o que propicia uma
resposta ineficiente a agentes patogénicos. Essa alteragao funcional, tanto no sistema
imune adaptativo quanto no inato, decorrente do aumento etario, € denominada
imunossenescéncia (Fuentes et al., 2017). A imunosenescéncia acarreta aumento da
vulnerabilidade a infec¢des e a tumores, reducao da eficacia da vacinagao e aumento
de disturbios autoimunes. Estas modificacbes sdo associadas a disfuncdo dos
linfécitos T como consequéncia da involugdo do timo com a idade (Alves et al, 2019).

A involucdo timica € um processo continuo, que se inicia em humanos durante a
infancia e acelera apds a puberdade (Barbouti et al., 2020). A taxa de regresséo do
timo € de cerca de 3% ao ano até a meia-idade (35-45 anos), diminuindo para 1% ao
ano apoés essa fase (Pérez, Vandenabeele; Tougaard, 2024). Em camundongos, a
atrofia timica comeca a partir da 72 semana de idade. Além disso, pesquisas com
camundongos que empregaram microdissecgao do tecido do timo inteiro mostraram
que o compartimento estromal, especialmente no cortex timico, sofre mudancas
transcricionais significativas no primeiro ano de vida. Em contrapartida, sao
observadas relativamente poucas alteracbes em grandes subconjuntos de células T
timicas, o que reforca a hipétese de que as células estromais sdo as mais impactadas
durante o processo de involugéo (Cepeda e Giriffith, 2018).

De acordo com os autores Aw D. et al. (2010), a involugéo timica poderia ser
decorrente dos acumulos de danos celulares e moleculares, consequentemente
afetando as suas funcionalidades. As alteragdes celulares envolvem diminuigdo da

celularidade, substituicdo de tecido linfoide por adiposo e defeitos nas TECs (Figura



19

2). Um estudo mostrou que o transplante de células da medula 6ssea de camundongos
jovens para camundongos idosos nao restaura a produgao dos linfécitos T, enquanto
células hematopoiéticas de camundongos idosos geram linfocitos T funcionais quando
transplantadas para um timo fetal, sugerindo que a involugdo do timo € impulsionada
principalmente pela degeneracédo das TECs, e ndo pelo envelhecimento das células
hematopoiéticas (Fujimori e Ohigashi, 2024).

Mesmo com a redugdo da producgédo de linfocitos T, timécitos imaturos ainda
podem ser detectados em idosos (Pérez, Vandenabeele; Tougaard, 2024). Em outro
estudo, Venables et al. (2019) relataram que os timdcitos permanecem quase
inalterados no timo atrofiado, e as mudangas relacionadas a idade afetam
principalmente as células do estroma, especialmente as cTEC. De fato, trabalhos
apontaram que a atrofia do timo inicia-se na area cortical, sendo associada a resposta
dos timdcitos a influéncia dos corticoides, substancias geralmente manifestadas na
fase adulta do organismo. Nesse fendbmeno, a regido cortical pode dissipar-se
completamente, enquanto os remanescentes medulares permanecem, possibilitando
que continue ocorrendo a diferenciagéo dos linfécitos T no timo ao longo da vida do
individuo adulto, mesmo que em menor proporcdo. Dessa forma, os linfécitos T
amadurecem, desenvolvendo suas propriedades efetoras na regido medular e,
posteriormente, sdo liberados para o pool linféide periférico (Lima et al, 2007).
Contudo, ja foi vista uma diminuicdo na capacidade de proliferagao in vitro dos
linfocitos T, em resposta a diferentes mitdégenos, de individuos idosos em comparagéao
com individuos jovens (Alves et al., 2019).

Estudos recentes indicaram que a inflamagcdo € um fator importante na
involugdo do timo, sendo ativada por inflamassomas, que respondem ao acumulo de
sinais lipotoxicos. Isto € demonstrado em estudos com camundongos deficientes para
os componentes do receptor de proteina 3 contendo dominio de pirina da familia NLR
(NLRP3) e a proteina associada a apoptose contendo um dominio CARD (ASC) dos
inflamassomas, os quais apresentaram resisténcia a involugdo do tmo e a
senescéncia imunologica (Fujimori e Ohigashi, 2024). Além disso, observou-se que o
acumulo de células senescentes perpetua um ambiente inflamatério, causando a
remodelacdo do tecido e afetando tanto o potencial regenerativo como a fungao
adequada de tecidos e oOrgdos, resultando em um esgotamento das células
progenitoras e tronco, o que promove o envelhecimento e contribui para o surgimento

de patologias relacionadas a idade (Barbouti et al., 2020).
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A atrofia timica relacionada a idade impacta de forma significativa as células
epiteliais timicas. Cepeda e Giriffith (2018) relataram que, em camundongos a partir
dos 3 meses de idade, as mTECs com baixa expressdo de MHC Il (mTEC'"Y)
apresentaram redugao na expressao de reguladores do ciclo celular, como a proteina
20 do ciclo de divisdo celular (CDC20) e a proteina 6 do ciclo de divisdo celular
(CDCS®6), indicando uma diminuigao na proliferagcao celular. Também foi relatado que
tanto as cTECs quanto as mTEC'®" demonstraram alteragdes na transcrigdo de genes
regulados pelo fator de transcricao E2F3, refletindo a fragilidade do timo em
decorréncia do envelhecimento. Essas modificacbes nas células epiteliais sao
fundamentais para compreender o declinio funcional do timo ao longo dos anos.

Além disso, foram retratadas alteragdes morfoldgicas nas TECs durante a
involugao timica. A morfologia dos cTECs muda significativamente, apresentando
contragdo em suas projecoes, enquanto as mTECs permanecem inalteradas (Cepeda
e Griffith, 2018). Essas modificagdes estruturais, influenciadas pela diminuicdo da
sinalizacdo da via do alvo mamifero da rapamicina (mTOR) com o envelhecimento,
podem contribuir para a redugao do tamanho do timo, juntamente com um aumento da
morte celular e uma diminuigdo da proliferacdo nas TECs envelhecidas (Fujimori e
Ohigashi, 2024). Outro fenbmeno que pode contribuir para a modificagédo das TECs é
o envelhecimento ou senescéncia celular. Neste sentido, ja foi visto acumulo de TEC

senescentes em timos adultos (Budamagunta et al., 2021).



Figura 2. Alteragbes observadas na inwlugao timica
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Alteragbes observadas na inwlugdo timica decorrentes da imunosenescéncia, como a parada do ciclo
celular, disfungcdo mitocondrial, danos ao DNA, encurtamento dos telémeros, liberagdo de citocinas
inflamatdrias, inflamagdo cronica, aumento do tecido adiposo e acumulos de células senescentes
(Fonte: Aw D. et al., 2010; Fujimori e Ohigashi, 2024; Barbouti et al., 2020; Mufoz-Espin e Serrano,
2014; Burton e Krizhanovsky, 2014; Klumb e Cavalcanti Junior, 2002; Salama et al., 2014.)

1.3 Senescéncia celular

A senescéncia celular é um estado induzido por agentes estressores
endogenos e exdgenos que resulta na interrupgao prolongada e irreversivel do ciclo
celular (Gorgoulis et al., 2019). Esse fendbmeno €& considerado heterogéneo e
complexo, mediado por uma série de estimulos que envolvem a ativagéo de varias vias
de sinalizagao celular (Barbouti et al., 2019; Mufoz-Espin e Serrano, 2014; Salama et
al., 2014). A parada do ciclo celular € um mecanismo crucial para garantir a
integridade gendmica das células. Esse processo é ativado em resposta a danos
persistentes ao DNA. Diversos agentes podem induzir esses danos e interferir na
proliferagcao das células. Alguns desses agentes sao: a radiagao ionizante, que rompe
as cadeias de DNA; o estresse oxidativo resultante da producdo excessiva de

espécies reativas de oxigénio (ROS); o encurtamento dos teldbmeros em células que se
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replicam repetidamente; os estimulos inflamatérios do microambiente, como citocinas
pré-inflamatoérias; e disfungao mitocondrial, que pode aumentar o estresse intracelular.
Esses sinais ativam a proteina p53, um importante supressor de tumor, localizada no
brago curto do cromossomo 17, codificado pelo gene TP53 em humanos e Trp53 em
camundongos. A proteina p53 regula a expressdo do inibidor de quinases
dependentes de ciclinas (CDK) p21 (CDKN1A), que bloqueia os complexos
ciclina-CDK, interrompendo a progressao do ciclo celular nas transi¢des entre as fases
G1 e S, ou G2 e M. Esse bloqueio inicial permite o reparo do DNA antes que a célula
continue o ciclo celular (Figura 3) (Mufoz-Espin e Serrano, 2014; Burton e
Krizhanovsky, 2014; Klumb e Cavalcanti Junior, 2002).

O dano celular persistente ativa uma via independente da p53, nela a proteina
p16 (CDKN2A) inibe diretamente as CDKs associadas a ciclina D, prevenindo a
fosforilagdo da proteina do retinoblastoma (Rb). Com isso, a proteina Rb permanece
ativa e se liga aos fatores de transcrigdo E2F, bloqueando a expressdo de genes
essenciais para a progressao do ciclo celular. Esse mecanismo impede que células
com danos avancem no ciclo, contribuindo para a manutengcdo da integridade
gendmica e a prevencdo de patologias (Figura 3) (Burton e Krizhanovsky, 2014;
Gorgoulis et al., 2019). Assim, enquanto as proteinas p53 e p21 sao responsaveis pela
iniciagdo da senescéncia, a p16 desempenha um papel essencial em manter essa
parada irreversivel do ciclo celular, estabelecendo um loop de feedback positivo
dependente de ROS que reforga o estado senescente. (Ben-Porath e Weinberg, 2004;
Rayess et al., 2012).
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Figura 3. Ciclo de replicagdo celular e seus reguladores
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Demonstragdo da atividade das proteinas p21 e p16, bloqueando os complexos ciclina-CDK,
interrompendo a progressao do ciclo celular nas transigdes entre as fases G1 e S, ou G2 e M. Fonte:
adaptado de Muinoz-Espin e Serrano, 2014; Burton e Krizhanowsky, 2014; Klumb e Cavalcanti Junior,
2002.

Além dos mecanismos que envolvem a ativagao das vias p53-p21 e p16-Rb, a
disfungcdo mitocondrial também desempenha um papel crucial na sensibilidade celular.
As células senescentes apresentam mitocéndrias disfuncionais, com menor produgao
de adenosina trifosfato (ATP), maior produgdo de ROS e alteragdes na biogénese
mitocondrial. O aumento de ROS nas células senescentes contribui para danos
celulares e para a ativagao de vias inflamatdrias, como a via do estimulador de genes
de interferon (STING), que desencadeia a produgao de citocinas inflamatérias, como
IL-6 e IL-8, que sdo componentes do Fendtipo Secretor Associado a Senescéncia
(FSAS) (Gorgoulis et al., 2019). Salama et al. (2014) relataram que as citocinas IL-6 e
IL-8 podem intensificar a senescéncia em células saudaveis vizinhas, mas nao
induzem os fendtipos senescentes. Por outro lado, a IL-13 tem a capacidade de induzir
senescéncia em células normais, possibilitando a transmissao da senescéncia para
células através da sinalizacdo paracrina do FSAS.

O FSAS desempenha um papel fundamental na conexdao entre senescéncia,

inflamacéao e envelhecimento do corpo. Esses fatores estdo envolvidos em processos
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normais, como cicatrizacdo de feridas e modulagdo da plasticidade tecidual. Porém,
no envelhecimento, ha um acumulo de células senescentes que secretam FSAS,
promovendo uma inflamacéo crénica de baixo grau caracterizada pelo aumento de
citocinas circulantes e pelo recrutamento de células imunolégicas em um fenémeno
chamado de "inflammaging", que aumenta o risco de doengas relacionadas ao
envelhecimento (Franceschi e Campisi, 2014).

Além da inflamagao, o FSAS também induz a remodelagao do microambiente
tecidual, afetando a homeostase. Isso ocorre através da secre¢cao de componentes da
MEC e da modulacéo do destino de outras células no tecido, resultando em disfungdes
como a fibrose. O FSAS ndo s6 agrava a inflamagao crénica sistémica, mas também
esgota os reservatérios de células-tronco e progenitoras, intensificando a
degeneracao tecidual e a progressao de doencgas (Gorgoulis et al., 2019; Birch e Gil,
2020).

1.4 D-galactose

Diversas teorias buscam explicar o envelhecimento, como a teoria do acumulo
de mutagdes e a glicacdo de macromoléculas. Entretanto, a teoria do estresse
oxidativo € uma das mais aceitas, afirmando que a produgdo de ROS, como o anion
superéxido (O:) e o peroxido de hidrogénio (H.0.), pode causar disfungéo
mitocondrial e danos celulares, resultando em senescéncia e envelhecimento.

Pesquisas indicam que os oxidantes desempenham um papel essencial nesse
processo, e o uso de D-galactose (D-gal) (Figura 4) como modelo de envelhecimento
acelerado tem sido amplamente estudado. Um adulto saudavel € capaz de metabolizar
e excretar 50 g de galactose em até 8 horas, entretanto, 0 acumulo exacerbado afeta o
metabolismo energético das mitocéndrias e induz a ativagdo de enzimas como xantina
oxidase, lipoxigenase, ciclooxigenase, 0xido nitrico sintase e peroxidase, aumentando
a producao de ROS, que acarreta estresse oxidativo, danos mitocondriais, inflamacao
e apoptose. Esses processos induzidos pela D-galactose tém sido associados ao
aumento de diversos marcadores de envelhecimento, tais como os produtos finais de
glicagéo avangada (AGEs) e seus receptores (RAGESs), aldose redutase (AR), sorbitol
desidrogenase (SDH), reducdo da atividade da telomerase, encurtamento dos
teldomeros, precursor da enzima de clivagem de proteina B-amiloide 1 (BACE-1),

B-amiloide (AB), vias relacionadas ao envelhecimento (p16, p21, p53, entre outras) e
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coloragao positiva de B-galactosidase associada a senescéncia (SA--gal) (Cai et al.,
2022).

A administragdo sistémica da D-galactose resulta em fendtipos de
envelhecimento observados em varios tecidos e 6rgéos, incluindo cérebro, coragao,
pulméo, figado, rim, sistema reprodutivo, sistema gastrointestinal, entre outros,
sugerindo uma ampla influéncia deste composto sobre processos bioldgicos
associados ao envelhecimento e ao estresse oxidativo. A presengca de galactose
resulta na reducdo da atividade da enzima enddégena cistationina y-liase (CSE),
responsavel pela producdo de sulfeto de hidrogénio, e também afeta enzimas
antioxidantes como a catalase (CAT), heme oxigenase-1 (HO-1), superdxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e 6xido nitrico sintase (NOS) (Zhang
Xetal., 2019).

O tratamento com D-galactose também demonstrou aumentar os niveis de
marcadores oxidativos, tais como malondialdeido (MDA), hidroperoxidos lipidicos
(L-OOH) e dienos conjugados (CD) no tecido cardiaco, enquanto diminui a atividade
de enzimas antioxidantes, citadas anteriormente, nos tecidos pulmonares, hepaticos,
renais e cerebrais. Assim, esse tratamento é considerado uma representagao eficaz
do processo natural de envelhecimento, pois intensifica o estresse oxidativo, promove
um estado fibrético e desencadeia inflamacéao crénica nos tecidos (Cai et al., 2022 e
Zhang X et al., 2019).

No estudo conduzido por Guo e colaboradores (2020), camundongos tratados
com D-gal apresentaram os menores indices timicos, calculados pela razdo entre a
massa do o6rgdo e a massa corporal do animal, em comparagao aos grupos de
controle, que exibem os maiores indices. Essa reducéo esta diretamente associada a
atrofia tecidual do timo, frequentemente observada em condicbes de estresse
oxidativo. Estes resultados ndo apenas destacam o impacto negativo da D-gal sobre a
estrutura e fungdo do timo, mas também reforcam a validade desse modelo na
investigacdo de processos relacionados ao envelhecimento, senescéncia celular e

disfungdo imunoldgica.



Figura 4. Molécula de D-galactose
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Investigar as alteragbes provocadas pela senescéncia celular induzida pela

D-galactose em células epiteliais timicas de camundongos in vitro.

2.2 Objetivos especificos:

1) Avaliar a viabilidade das TECs ap0os indugao da senescéncia com a D-galactose.

2) Avaliar a proliferagcao das TECs apds indugéo da senescéncia com a D-galactose.
3) Avaliar as alteragdes morfolégicas nas TECs apds indugéo da senescéncia com a
D-galactose.

4) Avaliar a organizagdo da matriz extracelular das TECs apds indugdo da
senescéncia com a D-galactose.

5) Avaliar a expressdao de receptores celulares nas TECs apds indugdo da
senescéncia com a D-galactose.

6) Avaliar a expressdo génica das TECs apods indugdo da senescéncia com a

D-galactose.
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3 METODOLOGIA
3.1 Cultivo Celular

Para a realizagdo dos experimentos, foi utilizada a linhagem celular de TEC de
camundongos 2BH4 (Amarante-Mendes et al., 1995), gentilmente cedida pelo
Laboratério de Pesquisas sobre o timo (FIOCRUZ, Rio de Janeiro). As células foram
cultivadas com meio de cultura RPMI-1640 Gibco (Invitrogen, Carslbad, CA, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) Gibco (Invitrogen, Carslbad, CA,
EUA), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e antibiéticos Gibco (Invitrogen,
Carslbad, CA, EUA) a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. As passagens das
células foram realizadas com solugao de Tripsina-EDTA.

3.2 Indugao da senescéncia celular com D-galactose in vitro

Primeiramente, as células foram submetidas a inducdo do envelhecimento
celular in vitro com D-galactose (Sigma-Aldrich, peso molecular 180,16 g/mol) nas
concentragdes de 10, 20 e 40 mg/mL por 48 horas, para determinagcdo da
concentragdo a ser utilizada nos experimentos posteriores. Células mantidas nas
mesmas condigdes foram consideradas controles. O veiculo utilizado para a

solubilizacdo da D-galactose foi o meio de cultura RPMla 2% SBF.

3.3 Viabilidade celular

Em placas de 96 pocos, foram plaqueadas 7x10 * das células 2BH4 por poco.
Apos 24 horas, as células foram induzidas com D-galactose conforme descrito no item
3.2. A viabilidade das TEC foi avaliada 48 horas apds o tratamento utilizando o
método colorimétrico de reducéao do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (23 uL a 0,5 mg/mL) em formazan.
A leitura da absorbéancia foi realizada em espectrofotdmetro de microplacas utilizando
filtro de 540 nm (Polaris, Celer Biotecnologia S.A). Os valores brutos de absorbancia
foram utilizados para determinacdo do percentual de viabilidade celular, em que o

controle foi considerado 100%.
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3.4 Proliferagéao celular

Utilizando placas de 48 pocos, foi realizado o plaqueamento de 7x10 ’ das
células por poco. Apds a inducdo da senescéncia, as células foram coletadas por
tripsinizacao e coradas com azul de Tripan (Sigma-Aldrich, MO, USA) para distinguir
as células vivas das ceélulas mortas, onde as células vivas foram contadas em camara
de Neubauer por meio de microscopio de luz invertido. A porcentagem de proliferagéo
celular foi dada pelo valor obtido na contagem celular dividido pela média do grupo

controle.

3.5 Analise Morfolégica

Para o desenvolvimento deste ensaio, foram plagqueadas 3x10 * de células por
pogco, em placa de 24 pogos contendo laminulas redondas. Apds indugdo da
senescéncia, as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% e coradas com
cristal violeta (Dinamica, Brasil) a 0,1% em agua destilada, para avaliagdo morfolégica
ao microscopio de luz. Alternativamente, as células fixadas foram marcadas com
faloidina conjugada ao isocianato de fluoresceina (FITC; Sigma-Aldrich — P5282) para
avaliagao do citoesqueleto de F-actina ao microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse
50i. Posteriormente, as imagens foram analisadas com o software ImagedJ, as células
foram quantificadas de acordo com diferentes morfologias, como poligonais,

fusiformes e arredondadas.

3.6 Avaliagao da produgao de moléculas de matriz extracelular

Utilizando o ensaio de imunofluorescéncia indireta, foi avaliada a produgao das
moléculas da matriz extracelular, fibronectina e laminina. As culturas foram fixadas,
hidratadas e incubadas com solu¢gdo de PBS/BSA a 1% por 30 minutos para bloqueio
de sitios inespecificos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos
primarios especificos para fibronectina e para laminina (Sigma-Aldrich), seguindo-se
incubagdo com o anticorpo secundario anti-coelho produzido em cabra conjugado ao
FITC (FITC-Goat Anti Rabbit; Invitrogen). Apds a lavagem com PBS, as laminas foram
montadas e observadas no microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i. A analise
da deposicdao de fibronectina e laminina foi baseada na avaliagdo qualitativa da

intensidade de fluorescéncia observada na superficie das células.
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3.7 Avaliagcao da expressao de receptores celulares

As células em suspensao foram marcadas com anticorpo especifico conjugado
a fluorocromo para a cadeia alfa da integrina VLA-5. As células devidamente
marcadas foram analisadas no aparelho FACSCanto Il equipado com o programa de
computador Diva (BD bioscience), apos a aquisicdo de 10.000 células. A analise da
marcagao e a confecgao dos histogramas foram realizadas com o programa Flowing
Software 2.5.1.

3.8 Analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Amostras de RNA total das células foram extraidas e submetidas a sintese do
DNA complementar (cDNA). A reagao de PCRq foi realizada com o kit GoTag® qPCR
Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA) utilizando o equipamento QuantiStudio™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems), seguindo o protocolo especificado pelo
fabricante. Os primers especificos para os genes P16 (Forward (F):
GGAGTCCGCTGCAGACAGA, reverse (R): GAATCGGGGTACGACCGAA, Tnfa
(F:CCGATGGGTTGTACCTTIGTC, R: AGATAGCAAATCGGCTGACG), 1l6 (F:
AGCCAGAGTCCTTCAGAGAGA, R: GGAAATTGGGGTAGGAAGGA) e Actb
(B-actina; F: CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG, R:
TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG), utilizado como gene constitutivo, foram
escolhidos através de revisao de literatura e/ou desenhados com auxilio do programa
de computador Primer3, disponivel na pagina de internet do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Para analise da expressao relativa, foi

utilizado o método de Ct comparativo.

3.9 Analises estatisticas

Para as analises estatisticas dos dados obtidos e confec¢ao dos graficos, foi
utilizado o programa de computador GraphPad Prism versdo 8.00 (GraphPad Prism
Software, Inc.). Os resultados foram representados como média e erro-padrao (EPM) e
avaliados estatisticamente através do teste t de Student ou teste ANOVA, com um nivel

de significancia selecionado para p<0,05.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise da viabilidade das células epiteliais timicas apds indugcdao da

senesceéncia in vitro com a D-galactose

De acordo com o grafico mostrado na figura 5, a percentagem de células
viaveis foi reduzida de forma significativa nos grupos tratados com D-gal nas
concentragdes de 10, 20 e 40 mg/mL em comparagao com o grupo controle apos

tratamento in vitro com a D-gal por 48 horas.
Figura 5. Percentual de TECs vidweis apds tratamento in vitro com a D-galactose
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

O grafico mostra a médiatEPM da porcentagem de células viaweis apds tratamento com D-galactose
nas concentragcbes de 10, 20 e 40 mg/mL durante 48 horas. Os dados obtidos foram avaliados
estatisticamente através do teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Turkey. (*) p<0,05 em relagdo ao
controle.

4.2 Anadlise quantitativa das células epiteliais timicas apoés inducao da

senesceéncia in vitro com a D-galactose

Ao quantificar as células apés tratamento in vitro com a D-gal por 48 horas, foi
possivel observar uma redugao significativa no grupo tratado em comparagéo com o

grupo controle.
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Figura 6. Porcentagem de TECs apds indugéo da senescéncia in vitro com a D-galactose
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

O grafico mostra a médiatEPM da porcentagem de células apds o tratamento com a D-galactose na
concentragdo de 40 mg/mL, durante 48 horas. Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente
através do teste t de Student, (*) p<0,05 em relagéo ao controle ndo-tratado.

4.3 Avaliagdao da expressdao de marcador funcional da atividade celular em
células epiteliais timicas apés indugao da senescéncia in vitro com a

D-galactose

O gréfico ilustra a expressao relativa do gene P16 por PCR em tempo real.
Houve um aumento significativo na expressdo génica no grupo tratado, quando

comparado com o grupo controle.

Figura 7. Avaliacdo da expressao do marcador P16 nas células epiteliais timicas
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

O grafico apresenta a médiatEPM da expressao relativa do gene P16 através do Ct comparativo. A

andlise estatistica foi feita com teste t em comparagéo entre o grupo controle ndo tratado e o grupo
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tratado com a D-galactose (40 mg/mL por 48 horas). (*) p<0,05 em relagdo ao controle nao-tratado.

4.4 Anadlise morfoléogica das células epiteliais timicas apoés indugcdao da

senescéncia in vitro com a D-galactose

Quanto a analise morfologica, as células do grupo controle apresentaram um
citoplasma mais abundante e espraiamento sobre o substrato (Figuras 8.A e 8.C). Ja
as células tratadas com D-gal evidenciaram uma redugdo do citoplasma, além da
reducdo do numero de células quando comparadas ao grupo controle (Figuras 8.B e
8.D). Os graficos na figura 8.E mostram a distribuicdo percentual das células em
diferentes morfologias: poligonais, fusiformes e arredondadas. A analise revela a
predominancia de células poligonais no grupo nao-tratado, entre as demais
morfologias. No grupo ftratado, observou-se um aumento n&o-significativo na
porcentagem de células fusiformes e arredondadas, quando comparados com o grupo

controle.

Figura 8. Avaliagdo da morfologia das células epiteliais timicas
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No painel, as figuras A e B mostram células coradas com cristal violeta. Nas figuras C e D, as células
sdo mostradas com coloragao verde fluorescente, evidenciando o citoesqueleto de actina marcado com
a faloidina, enquanto o nucleo celular € destacado em azul pela coloragdo com DAPI (Sigma-Aldrich,
MO, USA). Na figura E, os graficos mostram a médiatEPM da porcentagem de células poligonais,
fusiformes e arredondadas, apds o tratamento com a D-galactose na concentragdo de 40 mg/mL,
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durante 48 horas. Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente através do teste t de Student, (*)
p<0,05 em relagao ao controle nao-tratado. Aumento: 200x.

4.5 Avaliagdao da expressdao de laminina na matriz extracelular das células

epiteliais timicas apés indugao da senescéncia in vitro com a D-galactose

Na figura 9.A, as fotomicrografias mostram a deposi¢c&o de laminina nas células
do grupo controle ndo-tratado, as quais apresentaram uma expressao
predominantemente perinuclear, com extensdo gradual em dire¢do as extremidades
celulares, formando pequenas fibras nas juncbes entre as células. A figura 9.B,
apresenta a deposi¢cdo da laminina nas células tratadas com D-gal, onde se observa
uma desorganizagdo da molécula, caracterizada pelo aparecimento de estruturas

fluorescentes em forma de curtas fibras e agregados pontuais.

Figura 9. Deposic&o da laminina nas células epiteliais timicas apds senescéncia induzida com
D-galactose

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Na figura, as fotomicrografias A e B mostram células com coloragéo verde fluorescente, evidenciando a
laminina. Em (A) sao representadas as TECs nao-tratadas, grupo controle. Em (B) s&o representadas
as TECs apo6s o tratamento com a D-galactose na concentragdo de 40 mg/mL, durante 48 horas. As
setas brancas destacam areas de interesse, ressaltando as diferengas na expressao da laminina entre
os grupos. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas de forma qualitativa. Aumento: 1000x.

4.6 Avaliagcao da expressao de fibronectina na matriz extracelular das células

epiteliais timicas apés indugao da senescéncia in vitro com a D-galactose

Na figura 10.A é mostrada a deposicao de fibronectina nas células do grupo

controle nao-tratado, com distribuicdo abrangente em toda a célula, organizada em
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uma rede complexa de fibras. Apesar de nio ter aparente alteragcdo na expressao
citoplasmatica da fibronectina nas células tratadas com D-gal, sua organizagao foi
afetada, com fibras mais curtas e menos fluorescentes, além da formacdo de

agregados.

Figura 10. Deposicao da fibronectina nas células epiteliais timicas apos senescéncia induzida com
D-galactose

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Na figura, as fotomicrografias A e B mostram células com coloragdo verde fluorescente, evidenciando a
fibronectina. Em (A) séo representadas as TECs nao-tratadas, grupo controle. Em (B) sao
representadas as TECs apos o tratamento com a D-galactose na concentragdo de 40 mg/mL, durante
48 horas. As setas brancas destacam areas de interesse, ressaltando as diferengcas na deposigao da
fibronectina entre os grupos. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas de forma qualitativa. Aumento:
1000x.

4.7 Avaliagao da expressao do receptor de matriz extracelular nas células

epiteliais timicas apés indugao da senescéncia in vitro com a D-galactose

O quadro e histograma mostrados na figura 11 mostram a analise feita por
citometria de fluxo da expressdo de VLA-5 em células epiteliais timicas murinas apds
inducdo da senescéncia celular. A mediana de fluorescéncia para o grupo controle foi
de 976, enquanto para o grupo tratado foi de 1322. Esses resultados indicam um

aumento significativo na expressao de VLA-5 apds o tratamento com D-gal.

Figura 11. Avaliagéo da expressao de receptor de matriz extracelular nas células epiteliais timicas
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

No quadro, os valores de contagem e mediana (PE-A) fornecem informagdes sobre a quantidade de
células analisadas e a intensidade média de fluorescéncia, respectivamente. O histograma representa a
quantificacdo da expresséo de VLA-5. A curva em laranja representa o grupo controle nao tratado. Ja a
curva azul representa o grupo tratado com a D-galactose (40 mg/mL por 48 horas).

4.8 Avaliagao da expressao de citocinas nas células epiteliais timicas apés

indugcao da senescéncia in vitro com a D-galactose

Os graficos ilustram a expressado relativa dos genes Tnfa e lI6 por PCR
quantitativo em tempo real. Os resultados demonstram que ha diferencga significativa na
expressdao do Tnfa entre os grupos, indicando que o tratamento com a D-galactose
influenciou a atividade desse marcador de inflamacao. Contudo, ndo houve diferenca
significativa na expressao de /6 entre os grupos, sugerindo que o tratamento nao

impactou a expressao deste marcador inflamatorio.
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Figura 12. Avaliagao da expressao do gene para citocinas nas células epiteliais timicas apods indugéo
da senescéncia com D-galactose
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

Os graficos apresentam a médiatEPM da expresséao relativa dos genes Tnfa e 1l6 pelo método de Ct
comparativo. A analise estatistica foi feita com teste t em comparagéo entre o grupo controle nao-tratado
e o grupo tratado com a D-galactose (40 mg/mL por 48 horas).
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5 DISCUSSAO

Primeiramente, foi avaliada a viabilidade das células 2BH4 expostas a
D-galactose (D-gal) utilizando o ensaio de MTT. Neste ensaio, identifica-se a
concentragao citotoxica de determinado composto, sendo a viabilidade celular
indicada pela redugdo do MTT a formazan, resultado da atividade das enzimas
desidrogenases. Tal redugédo € diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a
viabilidade celular. E relevante destacar que as mitocondrias sdo a principal fonte dos
radicais livres derivados do oxigénio (ROS) intracelulares, mas também sao seus
alvos. Um aumento excessivo na producdo de EROs esta ligado ao mecanismo da
senescéncia e a patogénese de diversas doencas (Mota et al., 2004). Como resultado,
identificou-se uma reducao significativa na viabilidade das células tratadas com D-gal
nas concentragdes de 10, 20 e 40 mg/mL por 48 horas quando comparado ao grupo
controle (Figura 5). Esse resultado esta em consonancia com estudos anteriores que
demonstraram os efeitos deletérios da D-galactose associados a indugdo do
envelhecimento, como aumento do estresse oxidativo e integridade comprometida das
fungcbes celulares (Xu et al., 2024; Li et al., 2014). De forma semelhante, nos ensaios
de MTT conduzidos por Du et al. (2021) em células estromais timicas (TSCs) de
camundongos, a D-gal afetou a viabilidade celular de maneira dependente do tempo e
da dose, sem induzir apoptose. Os autores concluiram que a D-gal na concentragao de
225 mM por 48h, equivalente a concentragdo e tempo de tratamento utilizado neste
estudo, foi adequada para gerar respostas significativas em experimentos
subsequentes. Portanto, a D-gal foi eficaz na indugdo da senescéncia por estresse
oxidativo em TSCs.

No presente estudo, os resultados experimentais obtidos por meio de PCR
quantitativo revelaram um aumento significativo na expressdo do gene p76 em células
tratadas com D-gal (40 mg/L) (Figura 7). Esse aumento reflete o papel critico de p16
na manutengdo da senescéncia celular. Sob condigbes de estresse oxidativo, como
aquelas causadas pelo tratamento com D-gal, a p16 pode ser ativada por meio da via
p38-MAPK, indicando que as células podem entrar em um estado de senescéncia
irreversivel, fortalecido pela via p16/Rb. Ademais, a via p16/Rb esta implicada em um
loop de feedback positivo dependente de ROS, que reforga a parada do ciclo celular
em ceélulas senescentes (Ben-Porath e Weinberg, 2004). Essa observagao esta em

consonancia com os resultados obtidos na contagem celular com azul de Tripan, que
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indicaram uma reducédo significativa no numero de células nos grupos tratados com
D-gal (Figura 6).

Na analise morfolégica por microscopia optica das 2BH4 expostas a D-gal por
48 horas, utilizando a técnica colorimétrica de cristal violeta e a marcacgao celular com
faloidina, molécula que se liga ao citoesqueleto de actina, as células do grupo controle
nao-tratado apresentam uma caracteristica alongada ou estrelada, com
prolongamentos citoplasmaticos que se estendem para varias diregées, formando
adesdes celulares entre si e estabelecendo conexdes intercelulares, o que auxilia na
formacao da rede tridimensional no timo. O nucleo das TECs apresenta-se em formato
oval e localizado centralmente (Figura 8.A e C). Em contrapartida, o grupo tratado por
48 horas com a D-galactose apresentou morfologia irregular, principalmente no
citoplasma, no qual observamos uma redugdo, assim como em seus prolongamentos.
Consequentemente, observamos pouca interacdo entre as células, além de notavel
redugdo do numero de células por campo analisado (Figura 8. B e D).

Essa observacédo reforca o que foi destacado no estudo de Venables et al.
(2019), que retrata a morfologia normal das TECs com presenga de desmossomos
nas jungdes citoplasmaticas que resulta em um espaco intercelular estreito e uma
membrana plasmatica espessada. A membrana plasmatica dessas células pode
invagina-se no citoplasma, formando pregas que indicam processos endociticos ativos
e podem auxiliar na captacao de material extracelular ou moléculas sinalizadoras. Os
nucleos dessas células sdo geralmente alongados, com um ou mais nucléolos, e
tendem a ser menos densos do que os nucleos de outras células corticais. Além disso,
essas células contém grandes vesiculas arredondadas, que as distinguem de outros
tipos celulares presentes no timo. O autor também retrata as mudangas morfolégicas
marcantes nas cTECs durante a atrofia timica, na qual essas células apresentam perda
significativa de extensdes citoplasmaticas devido a alteragdes em sua forma. Essas
modificagbes ocorrem sem uma redugdo expressiva no numero total de cTECs.
Durante a regeneragao, as projecdes citoplasmaticas podem se alongar novamente,
indicando que essas alteragdes estruturais sdo, ao menos em parte, reversiveis.

As cTEC possuem baixos niveis da enzima antioxidante catalase e tendem a
acumular danos oxidativos de forma acelerada. Assim, a rapida proliferacdo de
linfécitos cria um ciclo toxico no metabolismo anabdlico, elevando a vulnerabilidade
das cTEC a subprodutos metabdlicos. O acumulo de danos nas cTEC resulta em

atrofia cortical a medida que o envelhecimento avanga. Essas modificacbes
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proeminentes nas cTEC ocorrem de forma irregular. Embora o estudo ndo tenha
observado modificagdes semelhantes nas mTECs, sugere-se que essas células
possam influenciar a morfologia das cTECs por meio de fatores de crescimento e
sinais morfogénicos. Dessa forma, fica claro que as alteragbes no tamanho do timo
estdo mais relacionadas a modificagdo da morfologia celular do que ao numero total
de células, destacando a relevancia da analise morfolégica nesses processos
(Venables et al., 2019).

As células marcadas com faloidina, também foram utilizadas para a avaliacao
da morfologia celular. As imagens foram analisadas com o software ImageJ,
permitindo quantificar as porcentagens de células com diferentes morfologias, como
poligonais, fusiformes e arredondadas (Figuras 8.C e D). A analise revelou a
predominancia de células poligonais no grupo nado-tratado, entre as demais
morfologias. No grupo tratado com a D-gal, observou-se um aumento na porcentagem
de células fusiformes e arredondadas, quando comparados com O grupo controle.
Entretanto, essas alteragdes nao foram significativas (Figuras 8.E).

Posteriormente, foi realizada a avaliagdo das proteinas de matriz extracelular
(MEC) laminina e fibronectina, por meio do ensaio de imunofluorescéncia indireta. A
laminina tem a fungéo de ligar as células basais do epitélio ao colageno IV e também
desempenha um papel importante na diferenciagao, proliferacdo, adesdo e migragao
celular (Kunz-Schughart et al., 2001). As TECs respondem de forma sensivel a
alteragdes na quantidade de laminina, o que pode impactar diretamente seu
crescimento e a expressido de moléculas relacionadas a adesao celular. Ademais,
estudos em culturas celulares mostraram que as TECs tém a capacidade de sintetizar
componentes da matriz extracelular, como laminina, fibronectina e colageno tipo IV,
evidenciando seu papel crucial na organizagdo da MEC no timo (Savino et al., 2003).
De forma semelhante, a fibronectina € uma glicoproteina da MEC que desempenha
papéis importantes na organizagdo da matriz e na regulagdo da adeséo e migragao
celular (Souza et al., 2011).

A interacao entre a MEC e os receptores na superficie celular é fundamental
para a organizagdo do microambiente celular. Quando a composic¢ao e a estrutura da
MEC sao desreguladas, isso esta ligado ao desenvolvimento e a progressdo de
diversas condicdes fisioldgicas e patoldgicas (Lins, 2022). Como resultado qualitativo,
observou-se que, no grupo controle, a laminina nas TECs apresenta uma expressao

predominantemente perinuclear, com extensdo gradual em diregdo as extremidades
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celulares, formando pequenas fibras nas jungdes entre as células. No grupo tratado
com D-gal a 40 mg/mL por 48 horas, houve uma desorganizagdo da laminina,
caracterizada pelo aparecimento de estruturas fluorescentes em forma de curtas fibras
e agregados pontuais (Figuras 9.A e B). Quanto a fibronectina, no grupo controle, sua
distribuicdo abrange toda a célula, organizada em uma rede complexa de fibras.
Embora a exposicdo a D-galactose ndo tenha alterado a expresséao citoplasmatica da
fibronectina, sua organizagdo foi afetada, com fibras mais curtas e menos
fluorescentes, além da formacao de agregados, sugerindo dificuldades no transporte
da molécula para fora da célula (Figura 10 A-B).

A integrina VLA-5 desempenha um papel fundamental na interagdo com a
fibronectina dentro do parénquima timico, facilitando a adesdo e migragcdo dos
timocitos por meio do reconhecimento especifico do dominio RGD (arginina, glicina e
acido aspartico) presente na fibronectina. Essa interagdo é essencial para a
organizagao funcional do timo, onde a VLA-5 contribui para a regulagéo da motilidade
celular, refletindo uma distribuicdo diferenciada dos sitios de ligagdo no cortex e na
medula timica (Savino et al., 2003; Crisa et al., 1996). Além disso, Savino e
colaboradores (2003) relataram experimentos realizando um pré-tratamento das TECs
com anticorpos anti-VLA-5 demonstram reduzir a adeséo de timdcitos, sugerindo que
a interacao entre a fibronectina e o receptor VLA-5 é essencial para a organizagao e
funcdo do microambiente timico. Os resultados obtidos com a analise de expressao de
VLA-5 em células epiteliais timicas murinas, utilizando citometria de fluxo, indicam um
impacto significativo do tratamento com D-gal na modulagido desta integrina. O
aumento na expressao de VLA-5 sugere que a D-galactose pode promover alteragbes
na adesdo celular, potencialmente através da modulagdo da interacdo das células
epiteliais com a fibronectina na matriz extracelular (Figura 11).

No contexto do microambiente timico, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
desempenha um papel significativo na regulagdo das TECs e na resposta imune. A
producdo de TNF-a pode amplificar a produgao constitutiva de citocinas pelas TECs,
contribuindo para um efeito em cascata que € potencializado pela exposi¢ao a outras
citocinas, como a IL-1-f (Stadnyk, 1994). Esses mecanismos ilustram a complexidade
das interagdes entre o TNF-a e as TECs e sua relevancia para a ativagédo e
proliferacao de timdcitos, aspectos fundamentais do funcionamento adequado do timo
e da resposta imune. Os achados experimentais demonstraram que a expressao do

gene para TNF-alfa no grupo tratado com a D-galactose é significativamente mais
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elevada, quando comparada com o grupo nao-tratado (Figura 12). Este aumento na
expressao de TNF-a, decorrente do tratamento com a D-gal, pode ser visto como parte
de um fenbmeno mais amplo relacionado ao Fendtipo Secretor Associado a
Senescéncia (FSAS), no qual a senescéncia celular resulta na liberagcao de diversas
citocinas e mediadores inflamatorios, contribuindo para a desregulagdo do
microambiente tecidual e, consequentemente, impactando a fungdo imunoldgica
(Paramos-de-Carvalho et al., 2021).

A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina multifuncional fundamental na resposta
imune e inflamacgado, produzida por diversas células, incluindo as TECs. A IL-6
desempenha um papel crucial na manutencdo da homeostase e na funcionalidade do
timo. A produgcdo desta citocina no timo esta relacionada a promogao da
sobrevivéncia das TECs e a ativagao dos linfocitos T maduros. A IL-6 também esta
envolvida em processos de estresse e regeneragdo no timo, apoiando a resposta
adaptativa em situacdes de inflamagcdo. Dessa forma, esta citocina ndo apenas
contribui para a imunidade, mas também é essencial para a funcionalidade do timo e
das TECs (Cohen-Kaminsky et al., 1991). Como resultado, observou-se que a D-gal
nao induziu alteragdes significativas na expressdo do gene da /L6 quando comparado
com o grupo controle (Figura 12). Isso pode sugerir que as condigbes experimentais,
como o tempo de exposi¢cdo ou a concentracdo dos estimulos, ndo foram suficientes
para alterar os niveis de IL-6, ou que uma via de sinalizagéo que envolve essa citocina

nao foi ativada de forma relevante nas TECs apds o tratamento.
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6 CONCLUSAO

Os resultados indicam que o tratamento com D-galactose (40 mg/mL por 48
horas) foi eficaz na indugéo de senescéncia em células epiteliais timicas, evidenciado
por mudangas morfolégicas caracteristicas, redugdo significativa da viabilidade e
proliferacao, e aumento significativo do marcador de senescéncia p16. Neste modelo,
as TEC senescentes apresentaram alteragdées na produgao de laminina, fibronectina,
do receptor VLA-5 e na expressédo do gene para a citocina TNF-a. Este conjunto de
dados fortalece a hipétese de que o estresse oxidativo desempenha um papel critico
na senescéncia das células epiteliais timicas, fornecendo uma base para

investigacdes futuras sobre a involugao timica relacionada a idade.
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