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RESUMO

O fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), além dos seus efeitos
cladssicos sobre a proliferacdo celular e o crescimento do organismo, possui acdes
pleiotrépicas sobre o sistema imune, particularmente, sobre o timo. No intuito de
contribuir para este conhecimento, objetivou-se avaliar in vitro a influéncia do IGF-1
sobre moléculas envolvidas na diferenciacdo dos linfocitos T. Para o estudo foi
utilizada a co-cultura entre células estromais timicos (CETc) e timdcitos, oriundos do
timo de camundongos C57BL/6, com idade entre 4 a 6 semanas de ambos 0s sexos.
Inicialmente, demonstrou-se os tipos celulares obtidos do estroma timico, dos quais
foram identificados majoritariamente as células epiteliais corticais e medulares, além
de macréfagos, células dendriticas e fibroblastos. Na superficie destas células foi
observada a expressdo do MHC-I e MHC-II, assim como a expresséo das integrinas
VLA-4, VLA-5 e VLA-6. No modelo de co-cultura foi avaliada a viabilidade dos
timocitos e verificou-se que 71% dos timocitos apresentavam-se viaveis. O
tratamento com IGF-1 diminuiu a expressao de MHC-I e VLA-6 na superficie das
CETc ap6s co-cultura com os timaocitos. Entretanto, o IGF-1 aumentou a expressao
de MHC-II e VLA-5 na superficie dessas células quando comparada ao controle.
Ainda, observou-se que o IGF-1 foi capaz de aumentar a deposicdo de fibronectina
pelas CETc quando co-cultivadas com timdcitos. No entanto, a deposicdo de
laminina foi diminuida em CETc na presenca de IGF-1. Em relacdo a expressao do
receptor de IL-7 (IL-7R) em timdcitos, o tratamento com IGF-1 aumentou a
expressao deste receptor na populacéo total e na subpopulacdo CD4*CD8" simples-
positiva. Contudo, esse mesmo tratamento diminuiu a expressdo de IL-7R nas
subpopulacdes CD4+*CD8* e CD4CD8*. Quando avaliado o numero percentual das
subpopulacdes de timécitos apdés a co-cultura com as CETc, constatou-se que o
IGF-1 foi capaz de aumentar o percentual de timdcitos da subpopulacdo CD4*CD8"
simples-positiva. Por fim, foi verificado um aumento de 57,3% na expressao do gene
Zbtb7b, envolvido na diferenciacdo dos timécitos CD4*CD8, ap0s tratamento com
IGF-1 e uma diminuicdo de 23,5% na expressdo do gene Runxl, envolvido na
diferenciacdo dos timécitos CD4-CD8*. Em conjunto, os dados obtidos no estudo
demonstram a participacdo do IGF-1 nas interacBes timdcitos/estroma timico, em
especial na diferenciacéo in vitro de timécitos em linfocitos T CD4*CD8', via fator de
transcricdo ThPOK.

Palavras-chaves: IGF-1. Diferenciacao. Linfocitos T CD4. ThPOK.



ABSTRACT

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), in addition to its classic effects on cell
proliferation and organism growth, has pleiotropic actions on the immune system,
particularly on the thymus. In order to contribute to this knowledge, the objective was
to evaluate the influence of IGF-1 on molecules involved in the differentiation of T
lymphocytes in vitro. For the study, a co-culture with thymic stromal cells (CETc) and
thymocytes, from the time of C57BL/6 mice, aged 4 to 6 weeks of both sexes.
Initially, the cell types obtained from thymic stroma were demonstrated, which were
identified mainly as cortical and medullary epithelial cells, as well as macrophages,
dendritic cells and fibroblasts. The expression of MHC-I and MHC-II was observed on
the surface of the cells, as well as the expression of the integrins VLA-4, VLA-5 and
VLA-6. In the co-culture model, the viability of the thymocytes was evaluated and
71% of the thymocytes were found to be viable. Treatment with IGF-1 decreased
MHC-I and VLA-6 expression on the CETC surface after co-culture with the
thymocytes. However, MHC-II and VLA-5 expression increased on the cell surface as
compared to the control. In addition, IGF-1 has been shown to be capable of
enhancing a fibronectin deposition by CETc when co-cultured with thymocytes.
However, a laminin deposition was decreased in CETc in the presence of IGF-1.
Concerning IL-7 (IL-7R) receptor expression in thymocytes, treatment with IGF-1
increased expression of this receptor in the total population and in the CD4*CD8"
single-positive subpopulation. However, this treatment reduced IL-7R expression in
the CD4*CD8* and CD4CD8* subpopulations. We evaluated the percent number of
thymocyte subpopulations after co-cultivation with CETc, it was found that IGF-1 was
able to increase the percentage of thymocytes from CD4* CD8- single-positive
subpopulation. Finally, IGF-1 treatment increased a 57.3% Zbtb7b gene expression,
involved in the differentiation of CD4*CD8* thymocytes and decreased 23.5% Runxl
gene expression, involved in differentiation of CD4-CD8* thymocytes. Together, the
data obtained int this study demonstrate the participation of IGF-1 in the thymocyte /
thymic stroma interactions, especially in the in vitro differentiation of thymocytes in
CD4SP T lymphocytes, via ThPOK transcription factor.

Keywords: IGF-1. Differentiation. CD4 T lymphocytes. ThPOK.
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Introducdo | 18

1. INTRODUCAO

O timo é um orgao linféide primario onde os precursores de linfécitos T,
derivados da medula 6ssea, sofrem um complexo processo de diferenciacdo e
migracdo. Este processo é controlado pelo microambiente timico, constituido por
matriz extracelular (MEC) que atua em conjunto com uma rede tridimensional
composta por tipos celulares distintos, definindo nichos intratimicos e
proporcionando 0s sinais necessarios para a migracao direcionada e consequente
maturacdo dos timécitos (CIOFANI; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; PETRIE; ZUNIGA-
PFLUCKER, 2007). A diferenciacéo intratimica de linfécitos T parece resultar de
varias interacbes moleculares envolvendo ligantes, receptores e fatores de
transcricdo sob um sistema multivetorial. Dentre os fatores de transcricdo o ThPOK,
GATA3 e RUNX estdo envolvidos na diferenciacdo intratimica dos timdcitos. Os
linfécitos T CD4SP (CD4*CD87) séo restritos ao MHC Il e exercem funcdes
auxiliares, enquanto que os linfécitos T CD8SP (CD4-CD8*) sao restritos ao MHC | e
exercem funcdes citotdéxicas. O fator de transcricio ThPOK tem sua regulacéo
aumentada em timacitos restritos ao MHCII a medida que sofrem diferenciagcdo para
a linhagem CD4SP. Em contraste, os timdcitos restritos ao MHCI apresentam uma
regulacdo aumentada para o gene Runx3, durante a diferenciacdo para linhagem
CD8SP (BELIZARIO et al, 2016). Ao terminarem seu processo de diferenciacio, tais
células migram para areas de células-T dependentes dos 6rgaos linféides periféricos
(AHAMED; MADHIVADHANI, 2010; KURD, ROBEY, 2016).

Acredita-se que falhas no processo de migracdo e maturacdo dos timdécitos
possam levar ao aparecimento de deficiéncias na atividade imunoldgica e um
desequilibrio da homeostasia, favorecendo, portanto, o desenvolvimento e/ou a
amplificagéo de diversas doencas, incluindo as infecciosas, autoimunes e cancer
(SAVINO et al, 2004; HIROKAWA, UTSUYAMA, KIKUCHI, 2016).

Embora os mecanismos que direcionam essa migragao ainda nao estejam bem
compreendidos, muitas evidéncias tém mostrado que o microambiente timico, de
maneira coletiva, influencia no processo de desenvolvimento de linfécitos T através
de moléculas de adesao e elementos da matriz extracelular, como também através
da secrecédo de polipeptideos soluveis como citocinas e quimiocinas. Ao lado deste

controle intrinseco, jA esta bem fundamentada a influéncia hormonal sobre as
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funcdes do timo. Mais particularmente, evidéncias indicam que o horménio do
crescimento (GH) age sobre o microambiente e sobre o compartimento linféide do
orgédo (SAVINO; DARDENNE, 2010). O GH é capaz de aumentar a producdo de
citocinas pelo timo, bem como a migracdo intratimica de timécitos e o exporte de
linfécitos T maduros. Muitos dos efeitos do GH sdo mediados pelo fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) (HIROKAWA, UTSUYAMA, KIKUCHI,
2016). Sabe-se que o IGF-1 promove a hematopoiese (ZUMKELLER; BURDACH,
1999), prolonga a sobrevivéncia dos linfécitos (WALSH; SMITH; O'CONNOR, 2002)
e modula a sinalizacdo dos linfécitos T (BERNABEI et al, 2003). Alem disso, a
administracdo de IGF-1 in vivo pode restaurar parcialmente a involugcdo timica
associada a idade em camundongos e restabelecer a timopoiese (MONTECINO-
RODRIGUEZ et al, 1998). Ainda, Chu e colaboradores (2008), demonstraram que 0
tratamento com IGF-1 aumenta o0 niumero de emigrante timico recente e também
aumenta a timopoiese predominantemente através da expansdo das células
epiteliais timicas.

Tendo em vista a importante funcdo do timo em produzir continuamente
novos linfécitos T para manter a homeostasia do organismo, é razoavel apontar que
a involucéo timica observada em patologias ou pelo envelhecimento deva prejudicar
a resposta imune dos individuos (GAMEIRO et al, 2010). Neste sentido, é possivel
que o IGF-1 module moléculas que desempenham papel relevante na geracao do
repertério de linfécitos T. Estudos relacionados a fisiologia do timo sdo necessarios
para entender melhor o seu funcionamento, especialmente o processo de maturacao
de timdcitos. Desta forma, estaremos contribuindo para o conhecimento dos efeitos
do IGF-1 na resposta biolégica das células, fornecendo subsidios para a possivel
aplicacdo desse fator de crescimento no tratamento de imunodeficiéncias

relacionadas a linfocitos T, incluindo infec¢céo pelo HIV e imunossenescéncia.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar in vitro a influéncia do fator-1 de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1) sobre moléculas envolvidas na diferenciacdo de linfécitos T em modelo de

explante timico murino.

2.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar as células estromais timicas obtidas no modelo de explante timico;

2. Estabelecer a co-cultura de timdcitos e células estromais timicas obtidas de timo

de camundongos;

3. Analisar a expressdo de moléculas envolvidas na interagéo célula-célula e célula-
matriz extracelular na superficie das células estromais timicas e dos timécitos apés

a co-cultura na presenca ou auséncia do IGF-1;

4. Verificar a geracado e o fenétipo CD4/CD8 dos linfécitos T apds a interacdo com

células estromais timicas na presenca ou auséncia do IGF-1,

5. Determinar se o IGF-1 modula fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacao

de timécitos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Timo

3.1.1 Aspectos Gerais

O timo é o primeiro 6rgéo linféide a aparecer durante a ontogénese e, no ser
humano, os dois primérdios laterais de tecido timico surgem no final da quarta
semana de vida embrionéaria (KUPER et al, 2016).

Durante a embriogénese em camundongos, no 10° dia do desenvolvimento
embrionéario (E10), o primordio timico é formado do endoderma derivado da terceira
bolsa faringea, um processo que depende da interagdo com as células
mesenquimais derivadas da crista neural (GORDON et al, 2004; ZHANG et al,
2007). Aproximadamente no dia E11.5, o rudimento timico comeca a brotar e
crescer. No dia E12.5, surgem as primeiras células epiteliais timicas (TECs), em um
processo independente de timdcitos (GRAY et al, 2005). A colonizac¢édo do rudimento
timico pelos precursores hematopoiéticos acontece antes da vascularizacdo, por
volta do dia E13.5, pois o primérdio timico produz fatores quimioatraentes capazes
de atrair essas células, que penetram no rudimento timico via transmigracdo através
das camadas mesenquimais adjacentes. Apenas no 14° dia de gestagéo, 0s vasos
sanguineos sdo formados, o0 que permite que as células progenitoras
hematopoiéticas entrem no primordio timico via corrente sanguinea (BARTHLOTT et
al, 2006). Posteriormente, os tecidos timicos perdem sua conexdo com a faringe e
migram para sua localizacdo definitiva, onde se fundem para formar um dnico 6rgéo
bilobado (MANLEY; BLACKBURN, 2003).

O timo esté situado no mediastino antero-superior na altura dos grandes vasos
do coracdo (SONE et al, 1980), é constituido de dois lobos encapsulados que séo
parcialmente  subdivididos em multiplos I6bulos, por septos fibrosos.
Morfologicamente, cada l6bulo € dividido em regido cortical e medular, separadas
pela juncdo cértico-medular (OHL et al, 2003). A regido cortical abriga as células
pré-T nos estadgios mais precoces de maturacdo, sendo intensamente corada por
possuir uma grande densidade linfocitaria. A regido medular, localizada na porcao
mais interna no I6bulo, é o local onde os linfocitos T encontram-se em menor

namero, porém nos estagios finais de maturacéo, capazes de sair desse 6rgdo como
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linfécitos T imunocompetentes e povoar regides especificas nos orgaos linféides
periféricos (PEARSE, 2006; PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; SAVINO;
DARDENE, 2010). A juncao cértico-medular, rica em vasos sanguineos, é o local de
entrada dos precursores de linfécitos T e de saida das células maduras (PEARSE,
2006).

Ainda que o timo seja um 6rgao linféide primario, capaz de gerar linfécito T
maduro, funcional e autotolerante durante toda a vida adulta, esse 6rgdo nao possui
células autorrenovaveis, o que torna a producédo de linfécitos T imunocompetentes,
um processo dependente do recrutamento continuo de precursores linfoides
derivados da medula 6ssea (CIOFANI; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

A arquitetura timica, com diferentes microambientes, & essencial para a
maturacdo e diferenciacdo de timocitos, uma vez que as subpopulacdes se
localizam em nichos distintos no 6rgao, recebendo sinais diferenciados em cada
regido (PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

3.1.2 Microambiente timico

No timo ocorrem o0s eventos celulares responsaveis pela diferenciacdo dos
linfécitos T. Este processo é dinamico, ordenado e compartimentalizado em
diferentes regides do microambiente que, devido a sua composicdo especifica,
fornece sinais essenciais para o direcionamento das células em desenvolvimento
(PETRIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

O microambiente timico é formado por uma rede tridimensional composta por
tipos celulares distintos, por timécitos em diferentes estagios de desenvolvimento e
por componentes moleculares. Os constituintes ndo linféides, como as células
epiteliais timicas (TEC), células dendriticas, macrofagos, fibroblastos e também os
componentes moleculares, como quimiocinas, citocinas, hormdnios e moléculas da
MEC constituem o estroma timico. Essa microarquitetura especializada abriga,
estimula e direciona o0s timocitos, distribuindo-os diferencialmente pelos
compartimentos timicos (Figura 1) (ANDERSON, JENKINSON, 2001; OHIGASHI,
KOZAI, TAKAHAMA, 2016).

Os principais componentes nao linféides do timo sdo as TEC, que se

organizam numa rede interconectada de modo a percorrer todo o 6rgao. No entanto,
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este epitélio é heterogéneo, pois, as TEC das regides cortical e medular apresentam
caracteristicas morfologicas e fenotipicas distintas (DE SOUZA et al, 1993; NITTA,;
SUZUKI, 2016).

Figura 1 - Microambiente timico

—p Timocitos

Rede de células
€ MatlZ o)
extracelular

Micrografia eletronica de varredura do timo, onde se pode observar timécitos em desenvolvimento
(células esféricas) ocupando os intersticios de uma extensa rede de células e matriz extracelular do
microambiente timico. Fonte: JANEWAY et al, 2007.

As TECs séo derivadas de células ndo hematopoiéticas sendo negativas para
a expressao de CD45 e positiva para o marcador epitelial EpCAM
(ALEXANDROPOULOS; DANZL, 2012). Com base na localizacdo, sédo divididas em
TEC cortical (cTEC) localizada na regido externa do cortex e TEC medular (nTEC)
localizada na area interna da medula. Essas células sdo fenotipicamente e
funcionalmente distintas e desempenham diferentes papéis na sele¢do positiva e
negativa dos timocitos (ANDERSON; TAKAHAMA, 2012; GUERDER et al, 2012). As
CTECs e mTECs expressam distintas citoqueratinas, na sua maioria as mTECs
expressam citoqueratina 5 e 14, enquanto que as cTECs expressam a citoqueratina
8 e 18. TECs que expressam as citoqueratinas 5 e 8 estdo principalmente
localizadas na juncao corticomedular (ALEXANDROPOULOQOS; DANZL, 2012).
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E aceito que o desenvolvimento e maturacdo das TECs é dependente da sua
interagcdo com outras células no timo, como os timadcitos, fibroblastos e células
mesenquimais (AKIYAMA; SHINZAWA; AKIYAMA, 2012). Dos varios tipos de
células estromais dentro do timo as células epiteliais timicas, de maneira particular
fornecem uma gama de sinais para o desenvolvimento dos timdcitos que inclui a
apresentacdo de peptideo/MHC importantes para a selecdo positiva e negativa
(COSGROVE et al, 1992), fatores solaveis como IL-7 para a sobrevivéncia e
expansdo (RODEWALD et al, 1997; NITTA; SUZUKI, 2016) e os ligantes Notch para
o comprometimento com a linhagem T e a diferenciacdo (FELLI et al, 1999;
ANDERSON et al, 2001).

As interacBes entre o epitélio timico e os timdcitos sao fundamentais para a
diferenciacdo dos linfécitos T. As TEC influenciam esse processo de modo
pleiotrépico através da interacédo direta com os timdcitos mediada por moléculas de
adesao célula-célula e moléculas de MHC classe | e Il. E ainda, através da secrecao
de citocinas que, dentre outros efeitos, podem aumentar a sobrevivéncia e estimular
a proliferag@o, assim como quimiocinas, moléculas de MEC e metaloproteinases de
matriz, que direcionam os timdcitos para as diferentes regiées do microambiente de
acordo com o estagio de maturacdo em que se encontram ao longo das diferentes
etapas do processo de diferenciacdo (SAVINO et al, 2004; JENKINSON et al, 2008).
A importancia das TECs no processo de desenvolvimento dos timécitos pode ser
evidenciada em estudos envolvendo camundongos nude, nos quais ocorre mutacao
no gene que codifica o fator de transcricdo FoxN1, o que prejudica a diferenciacéo
das TECs, levando ao completo bloqueio da timopoiese, causando imunodeficiéncia
severa (SU et al, 2003; BLEUL et al, 2006).

Na regido cortical timica, encontram-se complexos linfoepiteliais multicelulares
denominados TNC (thymic nurse cell), formados por TEC envolvendo de 2 a 200
timocitos em diferentes estagios de diferenciagdo (PEZZANO et al, 2001). As TNCs
fornecem um ambiente propicio para sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacéo
intratimica dos timdcitos, pois sdo capazes de secretar horménios timicos, como a
timulina, e moléculas da MEC, além de expressarem na superficie celular, moléculas
que participam da maturacdo dos timocitos, como o MHC de classe | e classe Il
(VILLA-VERDE et al, 1995; GARCIA; TAMAYO, 2013).
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Distribuindo-se pelas regides do microambiente timico também sao
encontradas células néo epiteliais, como células fagociticas e as apresentadoras de
antigenos. Os macréfagos residentes no cortex timico realizam a fagocitose dos
linfocitos T apoptdticos (PAESSENS et al, 2008), caracterizam-se por conter
inumeros lisossomas com restos celulares produto da reabsorcdo de timécitos em
apoptose, provavelmente decorrentes dos processos de selecdo intratimica,
explicando a nédo detecgdo da morte macica em cortes de timo normal (OLIVEIRA-
DOS-SANTOS et al,1997). Macrofagos localizados na regido cértico-medular estéo
relacionados ao processo de selecdo negativa, visto que expressam moléculas de
MHC de classe | e Il. Foi ainda verificado que macréfagos localizados na regido
medular produzem citocinas que ativam a proliferacdo de timécitos maduros,
indicando que de fato essas células desempenham funcdes distintas no processo de
selecdo intratitima dos timocitos (MILICEVIC; MILICEVIC, 2004).

As células dendriticas (DC) do microambiente timico sdo conhecidas por sua
morfologia com finos prolongamentos citoplasméaticos. Do ponto de vista funcional,
assim como as mTEC as DC participam dos eventos que culminam com a tolerancia
central de células timicas, sendo requeridas no processo de selecdo negativa dos
timocitos com potencial autorreativo (KRUEGER et al, 2011; NITTA, SUZUKI, 2016).
O evento de tolerancia central dos linfécitos T no timo depende de mecanismos
distintos, tais como, delecdo clonal dos timdcitos autorreativos e formacao das
células T regulatérias. As células dendriticas medulares possuem a capacidade de
apresentar uma gama de peptideos tecido-especificos aos linfécitos T em
desenvolvimento, através das moléculas do MHC de classe | e Il, sendo
responsaveis pelo fendbmeno da selecdo negativa (PROIETTO et al, 2009).
Fenotipicamente, as DC timicas expressam CD11c, altos niveis de MHC de classe |
e classe Il do MHC, ICAM-1, LFA-1 e ainda Sca-1, Sca-2, CD117, CD90 e CD45
(BODEY et al 2004).

Outro componente timico, os fibroblastos, estdo localizados principalmente em
regibes ricas em tecido conjuntivo e participam da formacdo dos septos e capsula
timica (LINA et al, 2015). S&o células consideradas agente regulador essencial na
promocdo do desenvolvimento inicial dos timécitos, pois no inicio da diferenciacéo
das células precursoras duplo negativas (DN) em células CD4 ou CD8 necessitam
da interacdo com fibroblastos, além da interagdo com as TECs (ANDERSON et al,

1997). Provavelmente, os fibroblastos influenciam na maturagdo dos timdcitos por
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mecanismos de contato célula-célula e/ou pela producdo de MEC. Outros achados
apontam que os fibroblastos, também secretam quimiocinas no timo, como CCL19 e
CCL21, as quais sdo fundamentais nos processos de migracdo (GRAY, 2007).
Adicionalmente, foi verificado que fibroblastos timicos sdo importantes na
proliferacéo e regeneracao das TECs devido a producéo dos fatores de crescimento
de fibroblasto (FGF) (KENINS et al, 2010; JENKINSON et al, 2008).

As células do microambiente timico também modulam a diferenciacdo dos
timécitos através de polipeptidios sollveis, pois essas células secretam citocinas,
quimiocinas e horménios timicos. Os timdcitos, ainda podem ser influenciados pelo

microambiente timico via interacdo mediada pela MEC (SAVINO et al, 2016).

3.1.3 Diferenciacédo intratimica de linfocitos Taf

Os precursores de linfocitos T, derivados da medula 6ssea, chegam ao timo
através das vénulas pdés-capilares localizadas préximas a juncao cortico-medular,
onde encontram-se a maioria dos vasos sanguineos capazes de suportar o
extravasamento das células precursoras (ANDERSON; JENKINSON, 2001; GILL et
al, 2003). Este recrutamento envolve varios passos, incluindo a adeséao inicial com
baixa afinidade através das selectinas, a rolagem das células sobre o endotélio, a
adesdo de alta afinidade mediada por integrinas, e a transmigracdo através do
endotélio (MADRI; GRAESSER, 2000). Acredita-se que a migracado dos progenitores
linféides para o timo, aconteca em resposta a estimulos quimioatraentes liberados
pelo estroma timico (GILL et al, 2003; JENKINSON et al, 2008).

A diferenciacdo dos timdcitos pode ser monitorada pela expressédo de alguns
marcadores de membrana, como o receptor de célula T (TCR) e as moléculas CD4 e
CD8. Essa diferenciacdo € dependente dos sinais derivados do microambiente,
tanto diretamente, na forma de contato célula-célula, como indiretamente, através de
fatores soluveis (SAVINO; DARDENNE, 2010).

Os precursores de linfocitos T, quando entram no timo, ndo expressam o
complexo TCR nem os correceptores CD4 ou CD8 (TCR CD4CD8). Estas células
sdo denominadas duplo-negativas (DN) e representam 3-5% do total de timadcitos.
Em camundongos, as células DN podem ainda ser subdivididas em quatro sub-
etapas de desenvolvimento, DN1, DN2, DN3 e DN4, baseadas, principalmente, na

expressdo de duas moléculas de superficie celular: o CD25 (IL-2Ra), cadeia a do
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receptor para IL-2, e o CD44 (Pgp-1), receptor para acido hialurénico e fibronectina.
As células DN1 (CD25CD44*) encontram-se na regido cortical, onde estédo
expressos em niveis mais elevados os ligantes de Notch, DLL1 e DLL4 (SCHMITT et
al, 2004; SEO; TANIUCHI, 2016). Acredita-se que a sinalizagéo via Notch induz o
comprometimento destas células com a linhagem linféide (LAIOSA et al, 2006)
engquanto que a interleucina-7 (IL-7) é necessaria para a proliferacdo nesse estagio
(WANG et al, 2006).

Conforme migram para zona subcapsular, células DN1 se diferenciam em DN2
(CD25*CD44*) (KOCH et al, 2008), quando a expressao dos genes de ativacdo de
recombinase (RAG) aumenta; nesse estagio € detectado o primeiro rearranjo dos
genes para as cadeias TCRa, mas ndo para a cadeia TCRpB, o que sé ocorre no
estagio DN3 (CD25*CD44"), marcando irreversivelmente o comprometimento com a
linhagem T (BSSEYRIAS et a 2007, SEO, TANIUCHI, 2016).

Com o progresso da maturacdo, que envolve intensa proliferacdo, as células
DN4 (CD25:CD44%) migram da regido subcapsular para o cortex, onde ocorre
regulacdo positiva da molécula CD3 e o rearranjo génico das cadeias que formam o
TCR, onde passam entdo a expressar o TCR e as moléculas CD4 e CD8
(TCR*CD4*CD8") sendo denominadas células duplo positivas, as quais constituem
cerca de 75-85% da populacdo de timécitos. As células que ndo sdo capazes de
expressar um TCR funcional morrem por apoptose, enquanto as que o expressam
sdo expostas aos peptideos enddgenos apresentados pelo MHC presentes nas
células do microambiente timico. Essas interacdes determinam a selecdo positiva e
negativa (Figura 2), evento decisivo para a sele¢do do repertério de linfocito T
maduro (GAMEIRO et al, 2010; SEO; TANIUCHI, 2016).
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Figura 2 — Selecdo positiva e negativa dos timocitos
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Representacé@o esquematica da sele¢do positiva e negativa dos timécitos ao longo da diferenciagéao e
maturacéo de progenitores de linfécitos T no timo. A expresséo e rearranjo dos genes do receptor de
células T (TCR) e a regulagéo positiva de CD4 e CD8 dao origem a timdcitos duplo positivos (DP)
CD4+CD8* cujo receptor se liga a autoantigenos apresentados por células epiteliais timicas corticais
(TECc). A afinidade insuficiente para peptideos-MHC bloqueia o0s sinais intracelulares para a
sobrevivéncia e leva a morte celular. As células selecionadas positivamente no cértex, migram para a
medula, onde se ligam a antigenos restritos ao tecido (TRA) apresentados por TECs medulares
(TECm) ou células dendriticas (CD). A afinidade excessiva para autopeptideos no contexto de MHC
determinara a morte celular dos linfécitos T autorreativos e sele¢do negativa. Apenas uma pequena
fracdo de linfécitos T sobrevive e é exportado para a periferia. F: fibroblastos. Modificado de Belizario
et al, 2016.

Na selecdo positiva, os timécitos DP (CD4*CD8") interagem fracamente com
as moléculas do MHC presentes no epitélio cortical e este evento direciona as
células a perder um dos correceptores CD4 ou CD8 e a migrarem para regiao
medular, dando origem aos timocitos simples positivo (TCR*CD4*CD8 ou TCR*CD4"
CD8*), compreendendo cerca de 10 % e 5 % dos timdcitos, respectivamente. Em
seguida, os timaocitos simples positivos sofrem selecdo negativa, e aqueles que

possuem TCR que se liga fortemente aos peptideos préprios, presentes no
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microambiente timico, sao eliminados. As células que ndo sofrem rearranjo produtivo
do TCR, assim como aquelas que foram selecionadas negativamente apos interacao
TCR-MHC, morrem por apoptose. De fato, apenas 3-5% dos timécitos gerados serao
exportados para a periferia do sistema imune, onde irdo formar a grande maioria do
repertério de linfécitos T (Figura 3) (GRAHAM et al, 2000; ANDERSON;
JENKINSON, 2001; CIOFANI; ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

Figura 3 - Diferenciacéo intratimica de linfocitos T e microambiente timico

Representacé@o esquematica da diferenciacdo dos timécitos, mostrando a entrada de precursores de

linfécitos T através de vasos sanguineos localizados na juncao cortico-medular (CMJ). Apés entrarem
no timo, durante o processo de diferenciagdo, os timécitos migram para o cortex e, posteriormente,
para a medula. O painel mostra um I6bulo timico onde estdo ilustrados os varios componentes
celulares do microambiente timico que interagem com os timécitos. DC: célula dendritica; M:
macrofagos; cTEC: célula epitelial timica cortical; mTEC: célula epitelial timica medular; DN: timdcito
duplo negativo; DP: timécito duplo positivo; SP: timdcito simples positivo. Modificado de Vaidya, Leon,
Blackburn, 2016.

Os mecanismos moleculares envolvidos na estreita regulacdo da expressao
do correceptor CD4 e CD8 agrega varios fatores de transcri¢cdo, particularmente
ThPOK, C-MYB, TOX e GATA3, o0s quais participam diretamente do
desenvolvimento da linhagem de linfécitos CD4SP (WANG et al, 2008; BENDER et



Referencial Teorico | 30

al, 2004; MAURICE et al, 2007), enquanto que os fatores RUNX1, RUNX3 E MAZR,
estdo relacionados com a diferenciagdo dos linfécitos CD8SP (SAKAGUCHI et al,
2010; COLLINS et al, 2009).

ThPOK regula negativamente a expressdao de RUNX3 e genes da linhagem
CDS8, incluindo os genes efetores citotoxicos para perforina e granzima B e, portanto,
direciona o comprometimento de timadcitos reativos ao MHC de classe 1l a linhagem
CD4SP (OVERGAARD et al, 2015). Esse fator de transcricdo é considerado o
principal regulador no comprometimento dos linfécitos T com a linhagem CD4SP
(LEE et al, 2015), visto que por volta de 2001, foi identificada uma mutacéo
espontanea numa linhagem de camundongos que exibia auséncia seletiva de
linfécitos CD4SP maduro e uma maior representatividade de linfécitos CD8SP, um
fendtipo denominado de “deficientes auxiliares” (HD). A mutagéo foi mapeada para o
gene que codifica o fator de transcricdo ThPOK, conhecido como gene Zbtb7b (HE
et al, 2005). Estudos iniciais revelaram duas caracteristicas intrigantes do fenétipo
mutante HD. Em primeiro lugar, os timécitos restritos ao MHC de classe Il néo
tiveram seu desenvolvimento blogueado, mas passaram por um redirecionamento
altamente eficiente para a linhagem CD8SP, indicando que ThPOK é necessario
para mediar o comprometimento para a linhagem CD4SP e prevenir o
comprometimento para CD8SP. E importante destacar que em camundongos HD os
timécitos redirecionados ndo adotam apenas o padrao de expressao do correceptor
CD8, mas mostram a inducdo de outros marcadores CD8, como perforina e CD103,
indicando que ThPOK regula o processo de comprometimento global, ndo apenas o
padrdao de expressdo do correceptor. Em segundo lugar, nenhum outro aspecto do
desenvolvimento dos linfécitos T foram afetados em camundongos HD. Em
particular, o desenvolvimento de células restritas ao MHC de classe | para a
linhagem CD8SP, bem como a selecdo negativa, prosseguiram normalmente
(KEEFE et al, 1999; HE et al, 2005) e selecao positiva de timdcitos restritos ao MHC
de classe Il ndo foi afetada. Estas observacdes foram de interesse consideravel, a
medida que forneceram a primeira evidéncia de que o comprometimento da
linhagem e sele¢do positiva de timdcitos aff foram geneticamente separaveis e,
portanto, mecanisticamente distintas (KEEFE et al, 1999). Foi ainda sugerido que a
mutacdo em camundongos HD n&o causou defeito na sinalizacdo TCR, ja que os
ensaios bioguimicos de sinalizagdo de TCR em linfécitos T de camundongos HD

mostraram-se normais (FISCHER et al, 2005).
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Outro fator de transcricio que desempenha papel importante no
comprometimento com a linhagem T CD4SP é o Gata3, um membro da familia Gata
de fatores de transcricdo expressos por células do sistema imunolégico, desde
células germinativas hematopoiéticas até linfécitos T maduro (HENDRIKS et at,
1999). Gata3 é necessario em varias fases durante o desenvolvimento e
diferenciacdo dos linfocitos T, desde o comprometimento com a linhagem T
(HOSOYA et al, 2009) até a diferenciacdo em linfocitos Th2 (HO; TAI; PAI, 2009).

Durante o processo de selecdo positiva e comprometimento da linhagem
CD4/CD8, o Gata € regulado positivamente pelos sinais mediados pelo TCR
(HERNANDEZ-HOYOS et al, 2003) e € necesséario para a geracao de linfécitos
CD4SP. O Gata3 € primeiro expresso em precursores precoces de timécitos e é
necessario para a sua diferenciacdo para além da subpopulacdo DN. Mais tarde,
Gata3 € preferencialmente hiper-regulado em timocitos CD4SP versus CD8SP.
Significativamente, a delecdo condicional de Gata3 no estagio DP causa um
bloqueio especifico no desenvolvimento de CD4SP (PAI et al, 2003; WANG et al,
2008), enquanto que sua expressdo constitutiva inibe seletivamente o
desenvolvimento dos linfécitos T CD8SP (HERNANDEZ-HOYOS et al, 2003).
Embora camundongos Gata3” exibam algum redirecionamento de timdcitos restritos
ao MHC de classe Il para a linhagem CD8SP, a eficiéncia deste processo é muito
baixa (PAI et al, 2003). Por outro lado, a expressdo de Gata3 ndo causa
redirecionamento de células restritas ao MHC de classe | para a linhagem CD4SP. O
papel exato de Gata3 no desenvolvimento de linfécitos T CD4SP permanece
obscuro, mas parece ocorrer em uma fase relativamente precoce do processo.
(HERNANDEZ-HOYOS et al, 2003; WANG et al, 2008). Curiosamente, a deficiéncia
de Gata3 também previne o surgimento de linfécitos T CD4SP em camundongos
gue expressam um TCR restrito ao MHC de classe |, embora o desenvolvimento dos
linfécitos T CD8SP prossiga normalmente (PAI et al, 2003). Em geral, essas
observacdes sugerem que Gata3 desempenha um papel critico em apoiar a
diferenciacdo para CD4SP, talvez antagonizando a diferenciacdo para CD8SP, mas
nao é o regulador principal da escolha dessa linhagem (KAPPES, 2010).

Conforme descrito acima, a regulacao transcricional de CD4 e CD8 tem sido
extensivamente estudada, levando a percep¢ao importante de que os fatores de
transcricdo da familia RUNX sao indispensaveis para o silenciamento do gene Cd4.

RUNX1 e RUNX3 sao expressos durante a timopoiese. De maneira particular, a
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proteina Runx3 é expressa seletivamente na linhagem CD8SP, ao passo que Runxl
ndo apresenta tal seletividade, sugerindo que Runx3 é o principal fator responsavel
pelo silenciamento especifico de Cd4 na linhagem CD8SP. De fato, o bloqueio da
expressao de Runx3 nos timocitos em desenvolvimento, provoca reducdo notavel de
timocitos CD8SP. Posteriormente, tornou-se claro que o papel dos fatores RUNX no
desenvolvimento dos linfocitos T CD8SP estende-se para além do controle da
transcricdo do correceptor (VOON; HOR; ITO, 2015). Assim, em camundongos
knockout para Runx3 a eficiéncia da geracdo de linfocitos T CD8SP diminui
acentuadamente e o restante dos linfocitos T CD8SP falham em regular o marcador
CD103 (EGAWA et al, 2008).

Comparado com Runxl, Runx3 ganha proeminéncia na diferenciacdo mais
tardia dos linfocitos T. Desempenha um papel dominante na especificacdo dos
linfocitos T citotoxicos CD8SP a partir de timdcitos imaturos DP. Isto é conseguido
através de varios mecanismos. Primeiro, Runx3 e também Runxl, ligam-se ao
elemento silenciador no locus Cd4 para suprimir sua expressdao. Em segundo lugar,
ele se liga ao elemento silenciador de Zbtb7b, determinante chave da linhagem
CD4SP (VOON; HOR; ITO, 2015). Em consonancia com essas importantes funcoes,
a ablacdo genética do complexo Runx resulta em blogueio na diferenciacdo de
linfécitos T citotéxicos CD8SP e redirecionamento no seu desenvolvimento para o
fenotipo CD4SP (SETOGUCHI et al., 2008; VOON; HOR; ITO, 2015).

3.1.4 Matriz extracelular timica e integrinas

A migracéo direcionada dos timdcitos rumo a sua diferenciagdo necessita de
eventos sequenciais de adesdo e de-adesao da célula migrante sobre um substrato
bioldgico, fornecido pelas moléculas de MEC, organizadas de formas distintas no
cortex e na medula (SAVINO et al, 2004).

A MEC é uma rede acelular formada por proteinas e polissacarideos, (Figura
4) que além de interagir entre si formando um arcabouco fisico para a sustentacéo
do tecido, ainda esta em continua interacdo com as células ao seu redor, modulando
eventos de proliferacdo, adesdo, migracdo e sobrevivéncia dessas células
(VAKONAKIS; CAMPBELL, 2007). No timo, os principais componentes da MEC séo
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as glicoproteinas, fibronectina e laminina, e colagenos tipo I, lll e IV (MEIRELES DE
SOUZA et al, 1993; SAVINO et al, 2004).

A fibronectina € uma glicoproteina de adesao celular, que pode ser sintetizada
por fibroblastos e células epiteliais, apresenta-se como uma estrutura heterodimérica
e esta envolvida em varios processos biolégicos como embriogénese, crescimento,
proliferacéo, migracéo, além da adeséo celular (INGHAM, 2004).

Duas isoformas de fibronectina sdo encontradas no timo, sendo reconhecidas
por receptores diferentes. A isoforma que esta distribuida por todo o microambiente
timico se liga ao VLA-5 (a5B1/CD49e - receptor classico da fibronectina) através da
sequéncia RGD (arginina-glicina-acido aspartico), e a isoforma com distribuicdo
aparentemente restrita & medula, é reconhecida pelo receptor VLA-4 (a431/CD49d),
formada através de um splicing alternativo do mMRNA de fibronectina através da
sequéncia de acido aspartico-arginina-glutamina-valina (SAVINO et al, 2004).

Outro importante componente da matriz extracelular € a laminina, uma
glicoproteina de adesédo celular que, estruturalmente se apresenta como um
heterotrimero de conformacao cruciforme, formada por trés cadeias peptidicas a, B e
y. Atualmente, existem pelo menos 18 isoformas de laminina que exibem expresséo
diferencial nos tecidos (SAVINO et al, 2015).

No timo, a laminina é secretada pelas células epiteliais e encontra-se
distribuida heterogeneamente dentro dos I6bulos timicos. Em 2008 Ocampo e
colaboradores, demonstraram que a laminina-211 controla a entrada e a saida dos
timocitos no interior do complexo linfoepitelial TNC e que a presenca de laminina
fornece um microambiente propicio para a proliferacéo e diferenciacao dos timécitos.

As interacdes mediadas por laminina sdo desencadeadas por duas classes de
receptores, receptores do tipo integrina e ndo-integrina. Pelo menos 11 integrinas
(a1B1, a2p1, a2B2, a3p1, a6p1, a6B4, a7p1, a9B1, avB3, avp5, avpf8 e aMB2)
podem se ligar a laminina. Entre os varios receptores de laminina descritos no timo,
0 VLA-6 (a6B1 ou CD49f) é o mais estudado, sendo expressos pelo timdcitos e pelas
células do microambiente timico (SAVINO et al, 2015).

A interagcdo de diferentes isoformas de laminina com seus receptores
correspondentes, presentes na superficie dos timdécitos € relevante para os eventos

de adeséo, migracao e sobrevivéncia dessas células (KIM et al, 2000).
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Figura 4 - Organizagéo da matriz extracelular (MEC)
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A MEC é formada por varias proteinas e polissacarideos, organizados de maneira a formar uma
rede complexa, fundamental para a manutengéo tecidual e a interagdo célula-célula e célula-MEC.
Extraido e modificado de http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail4.htm.

Um evento essencial para varios processos bioldgicos é a interacdo célula-
MEC, viabilizada por receptores especificos de superficie celular denominado
integrinas (VACCA et al, 2001; TIMOTHY et al, 2004). Estas moléculas foram assim
chamadas por integrarem os compartimentos intra e extracelular, possuem um
dominio citoplasmatico capaz de se ligar a elementos do citoesqueleto e um dominio
extracelular de interacdo com as moléculas presentes no microambiente, como as
proteinas da MEC ou outras células. Assim, sdo consideradas receptores de
sinalizacdo bidirecional visto que, transmitem informacéo tanto dentro como fora da
célula (HYNES, 2006; IMAI et al, 2010).

As integrinas pertencem a uma familia de glicoproteinas que formam
receptores heterodiméricos constituidos de uma subunidade a e outra (3. Até o
momento, foram descritas dezoito subunidades a e oito B, formando pelo menos
vinte e quatro integrinas diferentes, constituindo a familia mais diversa de moléculas
de adeséao celular (TIMOTHY et al, 2004).

Os timocitos expressam, principalmente, as integrinas denominadas VLAs
(very late antigens) da familia 1, como por exemplo, os receptores VLA-5 (a5p1) e
VLA4 (a4p1) para fibronectina, e o receptor VLA-6 (a6B1) para laminina. No entanto,

a distribuicdo destas moléculas € modificada segundo o estagio de maturacao,
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refletindo uma influéncia diferencial dos ligantes e receptores em cada etapa do
desenvolvimento (SAVINO et al, 2000, 2004, 2015). Conforme citado acima, dentre
0s Varios receptores tipo integrina descritos no timo, o VLA-6 é o mais estudado,
sendo expresso nos timocitos em desenvolvimento, nos varios subgrupos CD4/CD8,
bem como nas células do microambiente timico, particularmente as TECs. No
entanto, outros receptores, tais como a3p1 e a6p4, também sdo expressos pelos
timécitos e TEC (SAVINO et al, 2015).

A migracao intratimica de timdcitos, durante o processo de diferenciacdo, é
um sistema complexo e de natureza multivetorial em que cada vetor representa uma
dada interacéo ligante/receptor (SAVINO, 2007). O microambiente timico é formado
por uma rede tridimensional de glicoproteinas que compdem a MEC. Estas
glicoproteinas formam um complexo macromolecular que contribui como pontos de
ancoragem para as células estromais e timécitos, sendo importantes moléculas
sinalizadoras intervenientes no desenvolvimento dos timdcitos através de sua
participacdo nos eventos de diferenciacdo, migragcéo, proliferacéo e ativagcédo celular
(SAVINO et al, 2004). Além disso, diferentes fatores de crescimento, quimiocinas e
horménios estdo associados com a MEC, representando um importante fator na
regulacdo da resposta imune celular (SAVINO et al, 2004; SMANIOTTO et al, 2005;
MENDES-DA-CRUZ et al, 2008).

3.2 Fator -1 de crescimento semelhante ainsulina (IGF-1)

O IGF-1 é um polipeptidio simples com peso molecular de 7,5 kDa e
apresenta sequéncia proteica com 68% de homologia com o IGF-2 e 50% de
homologia com a sequéncia da pro-insulina (DAUGHAGAY et al, 1987; RAJARAM et
al., 1997). O IGF-1 é o produto de um unico gene (x 95 kb) que contém seis éxons.
A transcricdo deste gene leva a producdo de RNA mensageiros com diferentes
tamanhos que sé@o expressos em uma variedade de tipos celulares (KLEFFENS et
al, 1998).

O IGF-1 é um fator neuroendocrino com multiplas fungBes anabdlicas,
incluindo aumento da proliferacdo celular, inibicdo da apoptose e diferenciacao
celular que conferem efeitos positivos no crescimento dos 6rgédos e na recuperacao
da lesdo (LEROITH; YAKAR, 2007). Os efeitos proliferativos e de desenvolvimento

do horménio do crescimento (GH) em varios érgédos, incluindo o timo e o sistema
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imunologico periférico, sdo mediados principalmente por IGF-1 (LIU; LEROITH,
1999). No entanto, o IGF-1 é produzido por uma grande variedade de células de
maneira paracrina / autécrina e independente da regulacdo de GH (BROCARDO et
al, 2001; BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015), figura 5.

Figura 5 - Eixo GH/IGF-1
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Hormdnio do crescimento, produzido na pituitaria anterior, € modulado por dois horménios
hipotalamicos, horménio liberador do horménio do crescimento (GHRH), o qual estimula a sintese e a
secrecdo GH e somatostatina a qual inibe a liberacdo do GH em resposta ao GHRH. O GH por meio
de feed back também inibe a secrecdo de GHRH e provavelmente tem efeito inibitrio direto sobre a
secrecao das células produtoras de GH (somatotréficas). Embora 90% do IGF-1 seja sintetizado e
secretado pelo figado, muitos tipos de células sdo capazes de produzir o IGF-1. Modificado de

Sonntag e colaboradores (2005).

A maioria das acbes do IGF sdo mediadas pelo receptor do fator-1 de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) e reguladas por proteinas de ligacdo do
fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBPs), as quais representam uma
familia de 6 proteinas (IGFBP1-6). Apesar da similaridade estrutural, cada IGFBP
tem propriedade Uunica e exibe funcdes especificas. IGFBPs inibem e/ou
potencializam as ac¢bes do IGF e algumas desempenham efeitos independentes da
ligagdo ao IGF (FIRTH; BAXTER, 2002; MOHAN; BAYLINK, 2002). Essas proteinas
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possuem alta afinidade aos IGFs, assim competem com o IGF-1R para se ligar aos
IGFs e diminuem a biodisponibilidade destes (FURSTENBERGER; SENN, 2002).
Dessa forma, a meia vida do IGF-1 pode ser estendida de minutos para 15 h quando
complexada com as IGFBPs (FOWLKES, 1997). A afinidade do IGF-1 e IGF-2 a
IGFBPs € maior ou pelo menos igual a afinidade desse fator de crescimento ao IGF-
1R e é regulada pelas proteinases que degradam as IGFBPs. Essas enzimas clivam
as IGFBPs e consequentemente liberam IGF para interagir com seu receptor
(JONES; CLEMMONS, 1995). Cerca de 95% do IGF-1 esta ligado a IGFBP, sendo
que 80% a 90% do IGF-1 se liga a IGFBP-3. A IGFBP-3 determina a quantidade de
IGF-1 disponivel para entrar no tecido alvo e alcancar o IGF-1R (GIANUZZI; PALMA-
ARDILES; HERNANDEZ-FERNANDEZ, 2016).

O IGF-1R e IGF-2R (receptor do fator-2 de crescimento semelhante a
insulina), sé@o glicoproteinas transmembrana e o0s dois principais receptores no
sistema IGF. A estrutura e funcéo desses receptores sdo completamente diferentes.
IGF-1R é um receptor tetramérico composto de duas subunidades 3 transmembrana
e duas subunidades a, nas quais as subunidades a atuam como dominio de ligagao
e as duas subunidades B tem atividade tirosina quinase ligadas por uma ponte de
dissulfeto (BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015). Este receptor
estruturalmente € semelhante ao receptor da insulina (IR) com 70% de homologia
(MAURO et al, 2015). O IGF-1 e a insulina sdo capazes de se ligar, com baixa
afinidade, e ativar mutualmente ambos os receptores (DANIELSEN; LARSEN;
GAMMELTOFT, 1990).

Imunologicamente, demonstrou-se que o IGF-1 promove a hematopoiese
(ZUMKELLER; BURDACH, 1999), prolonga a sobrevivéncia dos linfocitos (WALSH,;
SMITH; O'CONNOR, 2002) e modula a sinalizacdo das células T (BERNABEI et al,
2003). No timo, o IGF-1 tem sido implicado como um regulador positivo, baseado
nas observacdes de declinio da funcéo timica relacionado ao avanco da idade, em
paralelo, ao declinio da concentracdo plasmatica do IGF-1 (KELLEY et al, 1998). O
IGF-1R é expresso em timécitos, linfécitos T periféricos (GAGNERAULT et al.,
1996), linfécitos B (STUART et al, 1991), células mononucleares (KOOIJMAN et al,
1992) e células dendriticas (BADOLATO et al, 1994), com isso essas células se
mostraram susceptiveis a acdo do IGF. Em culturas de timo fetal murino, a inibicao
de IGF- 1 por bloqueio de anticorpos resultou em alteracdes significativas no nimero

total de timdcitos e na composicao das subpopulacdes de linfécitos T (KECHA et al,
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2000). As TEC também expressam IGF-1R e a adicdo de IGF-1 a linhagens de TEC
humana induziu a proliferacdo dessas células (TIMSIT et al, 1992) e facilitou a
adesao entre timocitos e TECs através da modulacdo da expressdo da molécula de
adesdo celular (VLA-5 e VLA-6) e da producdo de proteinas da matriz extracelular
(fibronectina e laminina) pelas TECs (MELLO-COELHO et al, 1997). Anguela e
colaboradores (2013) relataram que o IGF-1 exibiu efeito protetor no diabetes
autoimune devido ao aumento no percentual de células Treg no figado e
posteriormente foi demonstrado que a terapia sisttmica com IGF-1 estimula a
proliferacéo de células Treg em multiplas desordens autoimunes. Através do uso de
camundongos knock-out para IGF-1R especifico dos linfocitos T, foi demonstrado
que o IGF-1 aumenta a timopoiese principalmente por uma expansao das células
epiteliais timicas (CHU et al, 2008). Essas observacdes sugerem um importante
papel do sistema IGF/IGF-R no desenvolvimento e maturacdo do timo. Estes
estudos in vitro que ilustram os efeitos positivos do IGF-1 no desenvolvimento dos
timocitos sdo ainda suportados por estudos in vivo onde o IGF-1 mostrou melhorar a
reconstituicao timica apos transplante de medula 6ssea em murinos (ALPDOGAN et
al, 2003). No entanto, pouco se sabe sobre a acdo do IGF-1 na diferenciacdo dos
linféticos T, conhecimento de evidente relevancia principalmente no que se refere ao
possivel potencial terapedtico desse fator de crescimento em algumas situacdes
clinicas como a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia (HIV), doencas autoimunes

e envelhecimento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos de ambos os sexos da linhagem C57BL/6,
adultos jovens, com idade entre 4 a 5 semanas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram mantidos em condi¢oes
controladas de temperatura (22 = 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas) com livre acesso a racdo e agua. Os camundongos foram mantidos no
biotério experimental do Laboratério de Biologia Celular (LBC) em condicdes livres
de patdégenos por pelo menos 48 horas antes da realizacdo dos experimentos. A
eutanasia foi realizada através de aprofundamento anestésico com dose letal de
tiopental sédico, 120 mg/kg por via intraperitoneal. Todos os procedimentos foram
aprovados e estdo de acordo com as normas de biosseguranca estabelecida pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFAL - Protocolo n°: 028370/2010-07 (anexo 1) e
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFAL - n° 14/2015 (anexo 2).

4.2 Cultura primaria das Células Estromais Timicas (CETc)

As culturas primarias das células estromais timicas de camundongos (CETc)
foram obtidas utilizando-se a técnica do explante a partir de fragmentos do timo de
camundongos. Na cémara de fluxo laminar, os timos foram extraidos
assepticamente e lavados em solucdo tampao fosfato salina (PBS), em seguida
foram cortados em fragmentos de aproximadamente 1 mm?3 e transferidos para
frascos de cultura de 25 cm? contendo RPMI 1640 acrescidos de 40 mg/ml de
gentamicina, 10 % de soro bovino fetal (SBF) e 10 mM/ml de L-glutamina. As
culturas foram incubadas a temperatura de 37°C, em atmosfera imida contendo 5%
de CO: e observadas regularmente por microscopio de luz invertido com contraste
de fase (Nikon, Tokyo, Japan). O meio foi trocado no 4° dia de cultivo.

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

cultivadas em placas de seis poc¢os (Costar, EUA) ou em laminas Lab-Tek chamber
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(Nunc, Dinamarca). Posteriormente, essas células estromais foram utilizadas para a

realizagédo dos experimentos.

4.3 Obtencao dos timécitos

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

Nos ensaios.

4.4 Co-cultura das CETc e timécitos

Para realizacdo dos ensaios de co-cultura, as CETc foram semeadas em
placas de 6 pocos (Costar, EUA) numa densidade de 1,5 x 10°> CETc em cada poco,
usando 3 mL de RPMI 1640 suplementado com 10 % de SBF, 40 mg/ml de
gentamicina, e 10 mM/ml de L-glutamina. Passadas 36 h do plaqueamento inicial
das CETc, foram adicionados 1,5 x 107 timécitos em cada poc¢o, na propor¢éo de
1:100. As co-culturas foram mantidas a temperatura de 37°C, em atmosfera Umida
contendo 5% de CO:z por um periodo de 72 horas e foi adicionado diariamente IL-7
na concentracdo de 1 ng/mL (todos os grupos), IGF-1 na concentracdo de 100

ng/mL (grupo tratado) ou PBS (grupo controle).

4.5 Andlise fenotipica das células por citometria de fluxo

A fenotipagem das CETc e das subpopulacdes linfocitarias foi realizada por
citofluorimetria. Para determinar o fendtipo dos timdcitos quanto a expressédo das
moléculas de superficie celular foram utilizados os seguintes anticorpos: CD4, CD8,
CD44, CD25, CD127, CD49d, CD49e, CD49f. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-CD4 marcados com APC (Allophycocyanin) e anti-CD8 acoplado a
PerCP (Peridin Chlorophyli Protein) para identificar o fenotipo CD4/CD8 dos
timocitos, anticorpos anti-CD44 marcados com PE (Phycoerythrin) e anti-CD25

acoplado a FITC (fluorescein isothiocyanate) para identificar o fenotipo DN1, DN2,
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DN3 e DN4 dos timdcitos, anticorpos monoclonais anti-CD127 marcados com FITC
para identificar a expressdo do receptor da IL-7 (IL-7R) e anticorpos anti-CD49d
(VLA-4/cadeia a4), anti-CD49e (VLA-5/cadeia a5) e anti-CD49f (VLA-6/ cadeia a6)
marcados com PE para avaliar a expressao de receptores integrinas para moléculas
da matriz extracelular, fibronectina e laminina, respectivamente.

Para caracterizar os tipos celulares existentes no estroma timico estudado, as
células estromais foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-CD326/EpCAM
marcados com APC para identificar as células epiteliais; anticorpos anti-MHC |
acoplado a FITC e MHC Il marcado com PE para identificar o fendtipo MHC I/MHC
II; anticorpos anti-CD11c (cadeia aX) marcado com FITC para caracterizar as células
dendriticas; anticorpos anti-CD11b (cadeia aM) acoplado a APC para identificar os
macrofagos; anti-CD49b (VLA2; cadeia a2) marcado com APC para caracterizar 0s
fibroblastos; anticorpos anti-CD49d (VLA-4; cadeia a4), anti-CD49e (VLA-5; cadeia
ab5) e anti-CD49f (VLA-6; cadeia a6) marcados com PE para avaliar a expresséao de
receptores para moléculas da matriz extracelular, fibronectina e laminina,
respectivamente. O controle negativo para analise foi feito com anticorpos primarios
de imunoglobulinas nédo relacionadas, que ndo geram marcacao significativa.

Para a analise por citometria de fluxo, os timdcitos ou CETc foram colocados
em placas de 96 pogos de fundo “U”, em uma densidade de 2x10° células/poco.
Apébs serem lavados com PBS e centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C,
as células foram incubadas com anticorpo especifico, por 20 minutos, a 4°C, no
escuro. Apés a devida incubacéo, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas
e posteriormente fixadas com formaldeido 2%. As leituras foram realizadas em
citbmetro de fluxo (FACSCanto I, BD) e os dados obtidos foram analisados atraves

do software WinMDI verséo 2.8.
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4.6 Imunomarcacéo

4.6.1 Imunofluorescéncia para citoqueratina5e 8

Apbs o cultivo de 1x10* CETc na lamina Lab-Tek (Nunc, Dinamarca) por 36
horas, as células estromais foram lavadas em PBS, fixadas com metanol por 10
minutos e submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta, onde, as CETc
foram pré-incubadas por 30 minutos com PBS — BSA 1%. Em etapa conseguinte, as
células foram incubadas com os anticorpos primarios anti-citoqueratina 5 e anti-
citoqueratina 8 durante 60 minutos em camara Umida, a temperatura ambiente. Em
seguida, as CETc foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas durante 45 minutos
com anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao FITC. Posteriormente, as células
foram novamente lavadas em PBS, incubadas com DAPI e as laminas montadas em
glicerol e PBS (1:3). Depois de cobertas com laminula de vidro, as laminas foram
avaliadas através de microscopia de fluorescéncia e as fotomicrografias foram

obtidas através da camara Nikon modelo DS-Ril (Microscépio Nikon Eclipse 50i).

4.6.2 Imunofluorescéncia para fibronectina e laminina

Apods 72 horas de co-cultivo das CETc e timdcitos, na proporcéo de 1:100, na
lamina Lab-Tek (Nunc, Dinamarca) e tratamento diario com IGF-1 ou PBS (grupo
controle), as CETs foram submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta, onde,
foram pré-incubadas por 30 minutos com PBS — BSA 1%. Em etapa conseguinte, as
células foram incubadas com os anticorpos primarios anti-fibronectina e anti-laminina
durante 60 minutos em camara Umida, a temperatura ambiente. Em seguida, as
CETc foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas durante 45 minutos com
anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao FITC. Posteriormente, as células
foram novamente lavadas em PBS e as laminas montadas em glicerol e PBS (1:3).
As laminas foram avaliadas através de microscopia de fluorescéncia e as
fotomicrografias foram obtidas através da camara Nikon modelo DS-Ril
(Microscopio Nikon Eclipse 50i). A intensidade de fluorescéncia foi determinada em

pixels e quantificada pelo programa Image J 1.44p.
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4.7 Andlise da viabilidade e apoptose celular

Para determinacdo de viabilidade e apoptose dos timocitos apds co-cultura
com as CETc foi utilizada a marcagcdo com o reagente Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit®, composto da proteina anexina V conjugada a fluoresceina (FITC), e
do corante intracitoplasmatico iodeto de propideo (PI: Propidium lodide), seguida da
andlise por citbmetro de fluxo. Este ensaio consiste na ligagdo eficiente da proteina
anexina V aos residuos do fosfolipidio fosfatidilserina (FS). Na célula viavel, estes
residuos se encontram na face interna da membrana plasmatica. Entretanto, com o
inicio do processo de morte celular programada (apoptose) estes residuos séo
rapidamente translocados para a face externa da membrana, permitindo a ligacéo da
proteina anexina V. O PIl, marcador padrdo de viabilidade, € usado para distinguir
células viaveis de ndo viaveis, visto que células viaveis com membrana intacta sao
impermeaveis ao corante, enquanto que membranas de células mortas ou
danificadas s@o permeaveis. Além disso, o Pl é usado em conjunto com a anexina V
para permitir a identificacdo de células em estagio recente e tardio de apoptose.
Portanto, neste ensaio € possivel determinar a proporcdo de células vivas (anexina
V/PI"); células em estagio inicial de apoptose onde ocorre apenas a exposicao da
FS na face externa da membrana plasmatica com consequentemente marcacao com
a anexina V (anexina V*/PI"); células em estagio tardio de apoptose ou em necrose
onde além da exposi¢do da FS, a membrana plasmatica sofre colapso e se torna
permeavel ao Pl, fazendo com que a células possua dupla marcacdo (anexina
V*IPIH).

Inicialmente, os timocitos foram ressuspendidos em 400 pL de tampédo de
ligacdo 1x (Binding Buffer® 1X: 10 mmol HEPPES, NaOH, pH 7,4, 140 mmol NacCl,
2,5 mmol CaCl2) na concentracdo de 1x10°8 células/mL. Em seguida, 100 pL desta
solucéo foi transferido para os tubos de citometria, onde foram acrescentados 5 pL
de anexinaV, 5 pL de Pl ou ambos os marcadores. As células foram incubadas por
15 minutos, a temperatura ambiente (25° C), protegidas da luz. Por fim, 400 pL de
Binding Buffer 1 X foi adicionado a cada tubo e as amostras analisadas por citometro
de fluxo no periodo maximo de 1 hora. As amostras foram analisadas em triplicata,
as leituras foram feitas em citémetro de fluxo (FACSCanto I, BD) e os dados obtidos

foram analisados através do software WinMDI verséo 2.8.
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4.8 RT-PCR

ApOs a co-cultura, os timdcitos foram recolhidos e submetidos as etapas de
extracdo do RNA total, sintese e amplificacdo do cDNA utilizando a técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para verificacdo dos genes-alvos: Gata3,
Runxl, Runx3 e Zbtb7b, em um protocolo de 30 ciclos (temperatura de
desnaturacao 94 °C por 30 s, anelamento 60 °C por 1 min e extensao 72 °C por 1

min), observadas as etapas a seguir descritas:

a) Desenho dos oligonucleotideos: Os  oligonucleotideos iniciadores

especificos foram desenhados com o software Primer3, disponivel na

pagina de internet do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-

blast/). Na tabela 1 estdo descritos os oligonucleotideos usados para cada

um dos genes-alvo e o controle endégeno Gapdh.

b) Extracdo do RNA total: Amostras de RNA total dos timdécitos foram

extraidas pelo método fenol-cloroformio. Brevemente, as células dos
grupos CTR e IGF-1 foram coletadas em 1 mL de Trizol (TRIzol Reagent,
Life Tecnologies), incubadas com 200 pl de cloroféormio (Anidrol, Brasil),
agitadas por 15 segundos e centrifugadas por 15 minutos a 4°C na
velocidade de 12000 G. Apés centrifugacdo, a fase aquosa das amostras
foi separada em um novo tubo, onde foram adicionados 500 pL de
isopropanol P.A. (Merk, Alemanha) seguido de uma ligeira
homogeneizacéo através da inversédo do tubo. A solucao foi incubada por
10 minutos a temperatura ambiente, e em seguida novamente
centrifugada por 10 minutos a 4°C na velocidade de 12000 G. Apos
centrifugacéo, o sobrenadante das amostras foi retirado, preservando o
precipitado contendo RNA. Os precipitados foram lavados com 1 mL de
alcool 75% e centrifugados por 5 minutos a 4°C na velocidade de 7500 G.
ApoGs secagem, o RNA foi ressuspendido com agua livre de RNAses e
DNAses, e colocado no gelo para posterior quantificagcdo. O RNA total de
cada amostra foi quantificado com auxilio de espectrofotbmetro e

submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5%) para verificacdo da
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integridade da molécula. As amostras de RNA foram mantidas a -80°C até

posterior utilizagéo.

Sintese do cDNA e PCR: Primeiramente, foi realizada uma etapa de

remocdo do DNA genbmico residual utilizando tratamento com DNAse |
(Ambion), seguido da sintese do DNA complementar (cDNA) utilizando o
kit M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, EUA), que contém todos os
reagentes para a reagao de transcriptase reversa. Para reagédo de PCR foi
utilizada a enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen), em que 1 pL de cDNA
foi misturado com 2,5 pL de tampéo de PCR (10X; PCR buffer, Invitrogen),
2,5 pL de dNTPs (0,2 mM; Invitrogen), 1,25 uL de cloreto de magnésio (1,5
mM; MgCl2) e 500 nM dos oligonucleotideos especificos para os genes-
alvo e constitutivo Gapdh (Tabela 1), acrescido de agua livre de RNAses e
DNAses, em um volume total de 25 pL. Apos reacéo, 5 yL de cada reacdo
foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% por 25 minutos sob
80 volts. As bandas amplificadas foram visualizadas sob a luz ultravioleta
pela coloracdo com brometo de etidio. A andlise da intensidade das

bandas foi realizada através do programa de computador ImageJ.

Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para deteccédo de
genes envolvidos na diferenciagdo dos linfocitos T no sistema de PCR

Gene Sequéncia F Sequéncia R

Gata3 CAAGCGAAGGCTGTCGG ATTAGCGTTCCTCCTCCAGA
Zbtb7b AAGATAATCCACGGGGCAGG GCTTGTCATTCCTGGTGAAGC
Runx-1 ATGAAGAACCAGGTAGCGAG AGAGTGAAGCTCTTGCCTCTAC
Runx-3 CAACCTTCATACGAGACCCG CACCATCGAGCGCACTTC
Gapdh TGTTCCTACCCCCAATGTGT CCTGCTTCACCACCTTCTTG

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.9 Analise Estatistica

Para as andlises estatisticas dos dados obtidos e confeccdo dos graficos foi
utilizado o programa de computador GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,
La Jolla, CA, EUA). Os valores obtidos foram submetidos ao teste T de Student e
considerados significativos quando p<0,05. Os valores foram representados pela

média + erro padrdo da média.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo do estroma timico

As células estromais timicas de camundongos (CETc) foram obtidas
diretamente do tecido timico de acordo com a metodologia descrita no item materiais
e métodos. Apds 7 dias de cultivo a 37°C em estufa com 5% de COz2, observou-se a
presenca de células com diferentes morfologias: células de formatos ovoides,
arredondadas, fusiformes e estreladas (Figura 6). Estas células foram submetidas a

técnica de citometria de fluxo para caracterizagéo (Figura 7 A).

Figura 6 - Células estromais timicas

Fonte: Elaborada pela autora. Fotomicrografia obtida apds o 7° dia de cultivo das CETc a 37°C em
estufa com 5% de CO2. Magnitude 400x.

Avaliados os marcadores expressos na superficie dessas células estromais,
verificou-se que cerca de 76% séo células epiteliais timicas, isto €, expressam em
sua superficie a molécula de adeséo de célula epitelial (EpCAM) e cerca de 23%
sao células néo epiteliais, entre essas, sugere-se que aproximadamente 9% sao
macroéfagos, pois expressam a molécula CD11b (amB2), 12% séo fibroblastos por
expressar a molécula CD49b (VLA2), 1% sao células dendriticas, ja que expressam

em sua superficie a molécula CD11c (aXp2) (Figura 7B).
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Figura 7 - Caracterizagdo das células estromais timicas
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Fonte: Elaborada pela autora. (A) Delimitacdo da populacdo de células estromais timicas no dot plot
tamanho (FSC) x granulosidade (SSC). (B) Porcentagem de células estromais timicas que expressam
EpCAM (células epiteliais timicas), CD11b (macréfagos), CD49b (fibroblastos) e CD11c (células
dendriticas). As barras representam média+ erro padrdo da média, n=16.

As células epiteliais timicas corticais sao positivas para citoqueratina 8 e as células
epiteliais timicas medulares sao positivas para citoqueratina 5. Ao realizar
imunomarcacao com as CETc e utilizando anticorpos especificos, observou-se que no
modelo experimental desenvolvido esses dois tipos de células epiteliais estdo presentes
(Figura 8).
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Figura 8 - Caracterizacao das células epiteliais timicas

Citoqueratina 8+ Citoqueratina 5+

CN

Fonte: Elaborada pela autora. Fotomicrografias mostram a presenca de citoqueratina por
imunofluorescéncia. (A) Citoqueratina especificas para o epitélio timico cortical (citoqueratina 8+) e
(B) Citoqueratina especifica para o epitélio timico medular (citoqueratina 5+). Os nlcleos marcados
em azul (DAPI). As fotomicrografias sdo representativas de dois experimentos independentes.
Magnitude de 400X. O Inserto no painel representa o controle negativo.

Observou-se ainda, que 68% dessas CETc expressam o complexo principal de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I) e 32% expressam o complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC-II) (Figura 9).
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Figura 9 - Expresséo do complexo de histocompatibilidade principal de classel ell na
superficie das CETc
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Fonte: Elaborada pela autora. Porcentagem de células estromais timicas que expressam MHC-| e
MHCII. As barras representam média + erro padrdo da média, n=16.

Posteriormente, verificou-se que as CETc expressam na sua superficie os
receptores do tipo integrinas para moléculas da matriz extracelular, o VLA-4/a41
(54%) e VLA-5/a5B1 (77%) receptores para a fibronectina e o VLA-6/a6B1 (76%)
receptor para a laminina (Figura 10).
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Figura 10 - Expresséo dos receptores da matriz extracelular na superficie das CETc
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Fonte: Elaborada pela autora. Porcentagem de células estromais timicas que expressam as integrinas
VLA-4, VLA-5 (receptor para fibronectina) e VLA-6 (receptor para laminina). As barras representam
média + erro padrdo da média, n=18.

5.2 Efeito do IGF-1 sobre viabilidade dos timécitos co-cultivados com CETc

Apoés a co-cultura das CETc com timécitos e tratamento com IGF-1 por 72
horas (Figura 11), buscou-se verificar se esse modelo experimental estabelecido
seria capaz de interferir na viabilidade ou apoptose dos timdcitos. Para isso foi
realizada a deteccéo da externalizacédo da fostatidilserina e perda da integridade da
membrana plasmatica por citometria de fluxo, utilizando a proteina anexina V
conjugada a fluoresceina (FITC) e o marcador de viabilidade iodeto de propideo (PI).
Como pode ser observado na figura 12 e tabela 2, utilizando o modelo experimental
proposto, foi observada uma taxa de 71% de timdcitos viaveis e o tratamento com

IGF-1 nédo alterou a viabilidade celular quando comparado ao grupo controle.



Resultados | 52

Figura 11 - Timécitos co-cultivados com células estromais timicas

Fonte: Elaborada pela autora. Fotomicrografia obtida apds 72 horas de co-cultivo das CETc e
timécitos a 37°C em estufa com 5% de CO2. Magnitude 400x.

Figura 12 - Perfis citofluorimétricos representativos da viabilidade e apoptose dos
timocitos em co-cultura com as CETc
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Fonte: Elaborada pela autora. (A) Delimitagcdo da populacéo de timdcitos no dot plot tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC). (B) Q1: células viaveis (Anexina V-/PI), Q2: células em apoptose (Anexina
V*/PI), Q3: células mortas (Anexina V*/PI*). Dados representativos de 3 experimentos
independentes.
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Tabela 2 - IGF-1 né&o altera a viabilidade e apoptose dos linfécitos T

Tratamento % células % células em apoptose % células em apoptose
viaveis recente tardia
Ql Q2 Q3
CTR 71,74 £ 5,72 10,71 h+ 4,85 5,09 + 0,69
IGF-1 72,20 + 3,50 12,55+ 6,30 5,08 + 1,39

Fonte: Elaborada pela autora. Nota: Valores expressos como média + EPM. n=12.

5.3 Efeito do IGF-1 sobre a expressdao de MHC em CETc co-cultivadas com
timoécitos

Apoés a co-cultura das CETc com timécitos e tratamento com IGF-1 por 72
horas, foi analisada a expressdo de MHC-I e MHC-II na superficie das CETc.
Verificou-se que apds o tratamento houve uma reduc¢do significativa no percentual
de células que expressam o MHC-| e também uma reducdo na média de intensidade
de fluorescéncia (MIF) emitida pelas referidas células. Entretanto, foi observado um
aumento significativo na MIF emitida pelas células que expressam MHC-II quando

tratadas com IGF-1 e comparadas ao grupo controle (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito do IGF-1 sobre a expressao de MHC-I e MHC-Il nas CETc
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Fonte: Elaborada pela autora. Painel superior representa o percentual de CETc que expressa as
moléculas MHC-I e MHC-II. Painel inferior representa a expressao de MHC-I e Il indicados pela média
de intensidade de fluorescéncia (MIF). Os dados estéo representados pela média + EPM (n=10). A
analise estatistica foi feita com o teste T. (*) denota nivel de significancia comparado ao grupo

controle. *p<0,05; **p=<0,01.

5.4 IGF-1 modula a expresséo de receptores e a deposicao de moléculas da

matriz extracelular nas CETc co-cultivadas com timoécitos

54

Foi avaliado se o IGF-1 é capaz de alterar a expressdo das integrinas VLA-5 e

VLA-6 na superficie das CETc ap6s a co-cultura. O tratamento com IGF-1 aumentou

significativamente a MIF emitida pelas células que expressam VLA-5 e reduziu de

maneira significativa o percentual de células que expressam a integrina VLA-6 em sua

superficie (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do IGF-1 sobre a expresséo das integrinas VLA-5 e VLA-6 nas CETc
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Fonte: Elaborada pela autora. Painel superior representa o percentual de CETc que expressa as
integrinas VLA-5 e VLA-6. Painel inferior representa a expressdo de VLA-5 e VLA-6 indicados pela
média de intensidade de fluorescéncia (MIF). Os dados estdo representados pela média + EPM (n=6).
A analise estatistica foi feita com o teste T. (*) denota nivel de significancia comparado ao grupo
controle. *p<0,05.

Com o proposito de avaliar a influéncia do IGF-1 na deposi¢cdo de moléculas da
matriz extracelular nas CETc apds co-cultura com os linfocitos T, utilizou-se o ensaio
de imunofluorescéncia com marcadores especificos para fibronectina (FN) e
laminina (LM). Constatou-se pela analise qualitativa que o tratamento com o IGF-1
foi capaz de aumentar a deposicao de fibronectina e reduzir a deposicéo de lamina
(Figura 15A). A guantificacdo da intensidade de fluorescéncia confirmou de maneira

significativa os resultados obtidos por imunofluorescéncia (Figura 15B).

55
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Figura 15 - Efeito do IGF-1 sobre a deposicdo das moléculas da matriz extracelular
nas CETc apds co-cultivo com linfécitos T
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Fonte: Elaborada pela autora. (A) Painel superior: marcagdo para fibronectina. Painel inferior:
marcacdo para laminina. Magnitude 400x. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de
fluorescéncia da fibronectina (superior) e da laminina (inferior). Barras representam a média + EPM
da intensidade de fluorescéncia (n=10). Os dados estéo representados pela média + EPM. A analise
estatistica foi feita com o teste T. (*) denota nivel de significancia comparado ao grupo controle.
*p=<0,05; **p=<0,01.

5.5 IGF-1 ndo modula a expressao das integrinas na superficie de timécitos

Tendo em vista a interferéncia do IGF-1 na deposicdo das moléculas da matriz
extracelular, fibronectina e laminina, nas células do microambiente timico, foi
avaliado se esse horménio poderia interferir na expressdo das integrinas VLA-4
(a4B1), VLA-5 (a5B1), ambas, receptores para fibronectina e VLA-6 (a631), receptor
para laminina, na superficie dos timocitos. Para isso, foi utilizada a analise por
citofluorimetria e avaliada a expressdo das moléculas na superficie das diferentes

subpopulac¢des (Figura 16). Foi constatado um baixo percentual de timocitos que
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expressam a integrina VLA-4 e o tratamento com IGF-1 néo foi capaz de alterar esta
expressdo quando comparado ao grupo controle (6,44+0,28 vs 7,84+0,57). Em
relacdo a expresséao das integrina VLA-5 e VLA-6, foi notado que um alto percentual
de timdcitos expressam estes receptores. Entretanto, o IGF-1 ndo foi capaz de

alterar a expressao dessas integrinas na superficie dos timécitos (Figuras 17 e
18). O tratamento com IGF-1 também ndo foi capaz de alterar a média de

intensidade de fluorescéncia dessas integrinas nas diferentes subpopulacdes de

timocitos (Tabela 3).

Figura 16 - Esquema representativo das subpopulacdes de timoécitos para
avaliar a expressao da integrinas nas analises de citometria de fluxo.

A). B) =

3 CD8SP DP

.ml

PG yleden

C)

VLA4 VLAS VLAG

4"5 #

Fonte: Elaborada pela autora. (A) Delimitacdo da populagéo de timécitos no dot plot tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC). B) dot plot CD4 APC x CD8 PerCP feito a partir da populagdo de timdcitos
definida em A, mostrando as diferentes subpopula¢gbes de timécitos, em que DN= duplo-negativo
(CD4CD8’); DP = duplo-positivo CD4*CD8*; CD4SP= CD4 simples-positivo (CD4*CD8’); CD8SP=
CD8 simples-positivo (CD4CD8*). (C) Histogramas da expressao de VLA4, VLA5 e VLA6 em
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timécitos totais, e em cada subpopulagdo. Cada marcador foi determinado pelo seu respectivo
controle negativo.

Figura 17 - Efeito do IGF-1 na expressdo da integrina VLA-5 no total de
timocitos e nas subpopulacdes definidas por CD4 e CD8
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Fonte: Elaborada pela autora. Histogramas de citometria de fluxo representando a expressao
membranar da integrina VLA-5 (vermelho cheio) nos timécitos. O controle de marcagao foi
realizado com imunoglobulina n&o relacionada (preto vazado). Os timécitos foram submetidos
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a co-cultura com as CETc durante 7 dias, a 37°C em estufa com 5% de CO2.0s dados estao
representados pela média £ EPM (n= 7).

Figura 18 - Efeito do IGF-1 na expressao da integrina VLA-6 no total de timdcitos e nas

subpopulacdes definidas por CD4 e CD8
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Fonte: Elaborada pela autora. Histogramas de citometria de fluxo representando a expressao
membranar da integrina VLA-6 (vermelho cheio) nos timdcitos. O controle de marcacéo foi realizado
com imunoglobulina nao relacionada (preto vazado). Os timdcitos foram submetidos a co-cultura com
as CETc durante 7 dias, a 37°C em estufa com 5% de CO2. Os dados estdo representados pela
média £ EPM (n=7).

Tabela 3 — Média de intensidade de fluorescéncia das integrinas VLA-5 e VLA-6 na
superficie de timdcitos totais e nas subpopulag6es CD4/CD8 em co-cultura com CETc e
tratamento com IGF-1

Total 18.97 £ 0.67 18.79+ 0.57
DN 19.72 £ 1.39 19.60 £ 0.62
DP 17.71+£0.35 16.98 + 0.83

CD4sSP 17.91+£0.65 17.70 £ 0.54
CD8SP 18.32 £ 0.61 17.96 £ 0.53

Total 31.33+£2.05 29.70 £ 0.37
DN 30.53+£2.03 28.17 £ 0.64
DP 32.88 £2.09 31.65+£0.49

CD4sP 30.07 £ 1.88 27.56£0.28
CDs8sSP 28.34+£270 26.27 £0.71

Fonte: Elaborada pela autora. Valores expressos como média + EPM. n=7.

5.6 IGF-1 modula a expresséo do receptor de IL-7 em linfécitos

Sabe-se que a interleucina-7 (IL-7) é essencial para o desenvolvimento e
proliferacdo dos linfocitos T no timo e para a manutencdo e restauracdo da
homeostase das células T maduras. Diante disso objetivou-se avaliar a acédo do IGF-
1 sobre a expressao do receptor de IL-7 (IL-7R) na superficie dos timdcitos totais e

suas diferentes subpopula¢bes. Ao utilizar a técnica de citometria de fluxo foi
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possivel observar que o tratamento com IGF-1 reduziu significativamente o
percentual de timécitos CD8SP (CD4-CD8*) que expressam em sua superficie o IL-
7R e também reduziu a MIF emitida pelos timocitos DN (CD4CD8). No entanto, o
IGF-1 aumentou de maneira significativa a MIF para a molécula IL-7R na populagéo
total de timdcitos e na subpopulacdo CD4SP (CD4*CD8") (Tabela 4).

Tabela 4 - Expressdo do receptor de IL-7 na superficie de timécitos totais e nas
subpopulacdes CD4/CD8 em co-cultura com CETc e tratamento com IGF-1

Total 79,33 = 3,00 78,03 = 2,02
DN 89,47 = 2,20 85,83 + 1,87
DP 61,40+ 2,75 58,24+ 3,64

CD4SP 84,73 £ 0,94 81,90 £ 1,82
CDSSP 29,86 = 3,42 19,93 + 1,03 *
2

Total 220,44 % 22,90 284,44 £ 18,85 *
DN 86,85 £ 2,45 72,70 + 0,76 **
DP 116,24 = 3,50 127,8 = 4,60

CD4SP 4527 + 0,36 51,18 1,73 *
CDSSP 62,21 £ 0,92 60,71 = 0,73

Fonte: Elaborada pela autora. (A) Porcentagem de timécitos que expressam IL-7R. (B) Média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) emitida pelos timdcitos que expressam IL-7R.

Nota: A andlise estatistica foi feita com o teste T. (*) denota nivel de significAncia comparado ao
grupo controle. *p<0,05; **p<0,01.

5.7 Efeitos do IGF-1 nas subpopula¢des dos timocitos co-cultivados com CETc

As células duplo negativas (DN) podem ser subdivididas de acordo com quatro
sub-etapas de desenvolvimento, DN1, DN2, DN3 e DN4, baseadas principalmente,
na expressao de duas moléculas de superficie celular: o0 CD25 (IL-2Ra), cadeia a do
receptor de IL-2, e 0 CD44 (Pgp-1), receptor para acido hialurénico e fibronectina.
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Investigou-se por citometria de fluxo o desenvolvimento dos timdcitos quanto ao
fenotipo DN e nenhuma interferéncia do tratamento com IGF-1 foi observada nessa
populacao estudada (dados ndo mostrados).

Sabendo-se que as interacbes entre as células do microambiente timico e
timocitos sdo mediadas pela IL-7, que tem um papel crucial na diferenciacdo dos
linfécitos T, promovendo o rearranjo dos genes da cadeia de TCR, foi observado que
0 IGF-1 modulou a expressao do IL-7R, buscou-se investigar se o tratamento com
IGF-1 seria capaz de interferir no fenétipo CD4/CD8 dos timdcitos. Como pode ser
observado na figura 19, o IGF-1 foi capaz de aumentar de maneira significativa o
namero percentual de timécitos CD4SP em co-cultura com as CETc quando
comparado ao grupo controle (22,58+0,62 vs 28,34+0,57). Entretanto nao interfere

no nuimero percentual nas demais subpopulacgées.

Figura 19 - IGF-1 promove 0 aumento no namero percentual de linfécitos CD4SP
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Fonte: Elaborada pela autora. Os timécitos foram submetidos a co-cultura com as CETc durante 3
dias, a 37°C em estufa com 5% de CO2. Os dados estéo representados pela média £+ EPM (n= 18).

(***) denota nivel de significAncia comparado ao grupo controle. *p<0,0001.
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5.8 IGF-1 promove a expresséao de fatores de transcri¢cédo envolvidos na
diferenciacdo dos linfocitos T

Tendo em vista os achados do efeito do IGF-1 sobre a expressao do linfocito T
CD4SP e sabendo que alguns fatores de transcricdo estdo envolvidos no
comprometimento dos linfécitos T com a linhagem CD4SP ou CD8SP, procurou-se
determinar se o tratamento com IGF-1 seria capaz de modular a expressdo dos
fatores de transcricdo GATA3 e ThPOK (codificado pelo gene Zbtb7b), envolvidos na
diferenciac@o dos linfocitos CDA4SP e os fatores de transcricio RUNX1 e RUNXS,
envolvidos no comprometimento dos linfocitos T com linhagem CD8SP. Foi
realizada a analise por PCR e constatou-se que o tratamento com IGF-1 aumentou
em 57,3% a expressao do gene Zbtb7b quando comparado ao controle. No entanto,
0 IGF-1 reduziu em 23,5% a expressdo do gene Runxl quando comparado ao grupo
controle (Figura 20). O tratamento com IGF-1 ndo foi capaz de interferir sobre a
expressdo do gene Gata3 e ndo houve expressdo de Runx3 entre os grupos
testados (Figura 21).

Figura 20 - IGF-1 promove a diferenciacdo dos linfécitos CD4SP
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Fonte: Elaborada pela autora. Expressdo do gene Zbtb7b e Runxl em timdcitos co-cultivados com
CETc e tratados ou ndo com IGF-1 durante 3 dias, a 37°C em estufa com 5% de COa.
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Figura 21 — IGF-1 modula genes envolvidos na diferenciacéo dos linfécitos T
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Fonte: Elaborada pela autora. Fotomicrografia representativa da amplificagdo dos produtos dos genes
Gata 3, Runxl, Gatal e Zbtb7b em timdcitos co-cultivados com CETc e tratados ou ndo com IGF-1
durante 3 dias, a 37°C em estufa com 5% de CO2, foi analisada por PCR. A expressédo contra a
proteina constitutiva Gapdh foi utilizada como controle para a quantidade de proteina nas amostras.
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6. DISCUSSAO

O timo fornece um microambiente especializado que participa de eventos
essenciais na diferenciacéo intratimica, capaz de gerar um repertério de linfocitos T,
restrito ao MHC e tolerante as proteinas proprias do organismo (ANDERSON;
JENKINSON, 2001; FAN et al, 2015). O estroma timico possui fendtipos
heterogéneos o que reflete sua especializagdo funcional, sendo que as células do
microambiente timico, sob controle de diferentes interagdes moleculares, direcionam
o desenvolvimento e maturacdo dos timdcitos (STARR et al, 2003; OHIGASHI;
KOZAI; TAKAHAMA, 2016). A funcéo timica é essencial para a manutencdo de um
vasto repertério de linfécitos T imunocompetentes, principalmente apds a
linfodeplecdo observada nos casos de transplante de células tronco
hematopoiéticas, infeccdo por HIV e o avanco da idade. Além disso, o timo tem um
papel crucial na selecdo negativa e geracdo de células T reguladoras. A funcao
timica quando prejudicada resulta ndo apenas no aumento da suscetibilidade a
infecgbes oportunistas, mas também ao aumento do risco de recidiva de tumor
(WILLIAMS et al, 2007) e ainda pode ser um fator significativo no desenvolvimento
da doenca do enxerto contra hospedeiro e autoimunidade. Estratégias para
preservar ou aumentar a funcdo timica pode superar essas importantes barreiras
clinicas (CHU et al, 2008). Neste sentido, é possivel que o IGF-1 module moléculas
que atuam na resposta biolégica das células e desempenhe papel relevante na
fisiologia do timo e na geracado do repertorio de linfécitos T.

Em nosso estudo, foi utilizado um sistema de co-cultura in vitro para avaliar a
influéncia do IGF-1 sobre a diferenciacdo de timdcitos e suas interagbes com as
células estromais timicas de camundongos. Inicialmente, foi utilizada a técnica do
explante de fragmentos do timo de camundongos para obtencdo das células
estromais timicas. Trabalhos demonstraram que a técnica do explante timico
permitiu 0 estabelecimento de culturas celulares, compostas de uma mistura de
fibroblastos e, majoritariamente, células epiteliais (CHAUDHARY et al, 2013).
Adicionando a digestdo enzimatica a técnica do explante timico, Skogberg e
colaboradores (2015) isolaram células epiteliais timicas corticais e medulares. Mais
recentemente, Saldafa e colaboradores (2016), conseguiram isolar células epiteliais
timicas utilizando inicialmente as técnicas de explante timico e cultura de timo fetal
(FTOC).
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Os dados aqui apresentados demonstram que o0 modelo experimental
desenvolvido, cultura primaria de CETc oriundas do explante timico, foi capaz de
preservar os componentes epiteliais do timo, tanto as cTECs quanto as mTECs, fato
de evidente relevancia, uma vez que as TECs sdo componentes essenciais do
microambiente timico, suportando o desenvolvimento dos timécitos e estabelecendo
a tolerancia aos peptideos proprios. Neste estudo foi demonstrado que as células
estromais expressam em sua superficie MHC-I e Il. As CETc ainda expressam as
integrinas VLA-4, VLA-5 e VLA-6, importantes para a migracdo, adesao e
diferenciacdo dos timécitos sobre o substrato de matriz extracelular. Além disso,
houve a manutencdo dos componentes ndo epiteliais, como: macrofagos, células
dendriticas e fibroblastos, conseguindo mimetizar in vitro os componentes celulares
do timo essenciais para os processos de migracdo e diferenciacdo de timdcitos.
Todas as células que compdem o estroma timico, constituido por células epiteliais,
células dendriticas, macréfagos e fibroblastos, sdo as mantenedoras do 06rgéao,
estando presentes desde a organogénese timica (BLACKBURN; MANLEY, 2004).

Os eventos de proliferacéo, diferenciacdo e morte de timécitos ocorrem através
da interacdo com os componentes estromais do timo e sob a influéncia de vias de
sinalizacdo bidirecionais entre timocitos e o microambiente timico (TAKAHAMA,
2006). Acredita-se que um dos fatores que contribuiram para a viabilidade dos
timocitos observados nesse estudo, seja o fato do nosso modelo experimental
possibilitar o contato direto dos timécitos em desenvolvimento com as células
estromais timicas. Nossa hipotese corrobora com o estudo de Azghadi e
colaboradores (2016) que mostrou um menor percentual de apoptose em timaocitos
co-cultivados com células estromais mesenquimais quando comparado aos timécitos
cultivados isoladamente.

Levando-se em conta as inumeras interacfes que ocorrem durante o processo
de maturacdo intratimica dos timécitos, a modulacdo observada no fendtipo
CD4/CDS8 dos linfocitos T, pode ser também resultado da alteracdo na deposicéo de
componentes da matriz extracelular no microambiente timico. A matriz extracelular é
constituida por um complexo de moléculas que esta presente em todos os tecidos e
orgaos, sendo essenciais nos processos de migracdo, diferenciacdo e maturagao
celular (BERRIER; YAMADA, 2007). No timo, a matriz extracelular forma uma rede
estrutural constituida por moléculas que apresentam grande atividade de ligagédo

entre si e com receptores expressos na superficie celular. Tais moléculas
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correspondem a proteinas fibrosas como os coldgenos e a elastina, as
glicoproteinas, os proteoglicanos e os glicosaminoglicanos. As glicoproteinas da
MEC, tais como laminina e fibronectina, estédo distribuidas de forma heterogénea no
parénquima timico, sendo produzidas por distintas células do microambiente
(SAVINO et al, 2004). Diante disso, foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia
indireta nas CETc, utilizando anticorpos especificos para fibronectina e laminina, o
que permitiu observar uma maior deposicao de fibronectina nas CETc tratadas com
IGF-1. Esses achados estdo de acordo com estudo de Viana e colaboradores
(2015), no qual células endoteliais timicas apresentaram uma maior deposicado de
fibronectina apos tratamento com IGF-1. Em concordancia com esses resultados,
outras substancias também s&o capazes de modular a deposi¢édo de glicoproteinas.
Como por exemplo, glicocorticoides e horménios tireoidianos, 0s quais estimulam a
deposicdo de moléculas de MEC, como fibronectina, laminina e colageno 1V, por
células epiteliais timicas (LANNES-VIEIRA et al, 1991; RIBEIRO-CARVALHO et al,
2007).

A diferenciacdo intratimica dos linfocitos T é um processo dependente da
migracdo celular, envolvendo os eventos de adesédo e de-adesdo com a participacao
de ligantes e receptores de MEC (SAVINO et al, 2004). As integrinas sao
heterodimeros a3 presentes na superficie celular que medeiam as interacdes entre o
ambiente extracelular e o citoesqueleto de actina, sendo importante na regulacéo da
migracao celular e nas adesfes celulares a MEC. A cadeia a4 liga-se a sub-unidade
B1 formando o receptor de fibronectina (VLA-4; a431) e a cadeia a5 liga-se a sub-
unidade B1 formando outro receptor de fibronectina (VLA-5; a5B1). J& a cadeia a6
liga-se a sub-unidade B1 formando o receptor de laminina (VLA-6; a6f31)
(HUMPHRIES et al, 2006). Estudos realizados por Dalmau; Freitas; Savino (1999)
utilizando timocitos humanos demonstraram uma alta expressao das cadeias 04 e
a5 distribuidas preferencialmente em timocitos DN, DP e CD4SP, o que sugere que
no timo humano o aumento na expressdo dessas cadeias esta primordialmente
ligada a transicdo da subpopulacdo DN para DP. Com relacdo a expressao do
receptor de laminina na superficie dos timdcitos, houve alta expressao da cadeia a6
nos estagios mais precoces da diferenciacdo dos timécitos para CD4SP ou mais
tardio para CD8SP. A manutencdo da alta expressao da cadeia a6 em timdcitos
CD8SP mais maduros pode estar envolvida com a sua localizagcado

preferencialmente medular, uma vez que na medula ha uma maior densidade de
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laminina e de peptideos-MHC-I quando comparado ao cértex (DALMAU; FREITAS;
SAVINO, 1999).

Com o propésito de avaliar o envolvimento do IGF-1 na expressédo dessas
integrinas, os timdcitos provenientes das co-culturas com CETc foram analisados por
citometria de fluxo. Os resultados mostraram que o IGF-1 néo foi capaz de modular
a expressao das integrinas VLA-4, VLA-5 e VLA-6 na superficie dos timocitos
guando comparados ao grupo controle. Segundo Vielkind e colaboradores (2005), as
integrinas possuem baixa afinidade quando expressa em células no estado de
repouso, mas podem ser estimuladas a mediar a adesdo em resposta a quimiocinas
e citocinas. Esses estimulos induzem um processo de sinalizacao “inside-out” que
estd intimamente associado a maior avidez da integrina ao seu ligante, como
resultado do agrupamento de receptores e sua maior mobilidade lateral, o que
aumenta sua afinidade. Com isso, ndo é suficiente verificar o nUmero de receptores
na superficie celular, mas se faz necessario analisar o estado de ativacao e avidez
dessas moléculas, pois células com elevado nimero de receptores podem té-los em
estado de repouso, ao passo que mesmo um pequeno numero de receptores ativos
na membrana celular pode gerar respostas celulares mais evidentes (LINS et al,
2016). Em nosso estudo observou-se que o IGF-1 foi capaz de aumentar a
expressdo de VLA-5 e diminuir a expressdo de VLA-6 na superficie das CETc
gquando comparado ao grupo controle. De maneira semelhante, foi observado por
Smaniotto e colaboradores (2005), que o0 GH néo alterou a expressdo membranar
dos receptores VLA-4, VLA-5 e VLA-6 nos timécitos. Contudo, foi demonstrado
aumento na expressao da integrina VLA-6 no microambiente timico, sugerindo
assim, que 0s mecanismos que controlam a expressao dessa molécula em timocitos
e em TECs séo distintos. Corroborando esta hipétese, foi mostrado por Cotta-de-
Almeida e colaboradores (2004), um defeito na expressdo do receptor para
fibronectina, VLA-5, em timocitos de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) e
essa alteracdo nao foi observada nas TECs dos mesmos animais.

De maneira semelhante aos nossos resultados, estudos envolvendo o
silenciamento do gene ITGAG6 (codifica a cadeia a6 da integrina CD49f/VLA-6)
revelaram diminuicdo na expressdo de MHC-1 (GOLBERT, 2013), mostrando que
pode haver uma modulagéo reciproca entre o heterodimero a6 e MHC-1 (ZHANG et
al 2010). Outra hipotese € que VLA-6 tenha funcdo na sinapse imunoldgica,

estrutura necessaria para a apresentacao de peptideos entre as CETc e 0s timocitos
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em diferenciacdo (HOGG et al 2011; SPRINGER; DUSTIN, 2010). Pois, além da
diminuicdo de expressao de MHC-I, houve aumento de expressao de MHC-II nas
CETc tratadas com IGF-1, sugerindo que a diminuicdo de receptores de laminina
possa desviar o processo de selecdo positiva, favorecendo a diferenciacdo de
linfécitos CD4SP.

Sabendo que a IL-7 é essencial para o desenvolvimento e proliferacdo dos
linfécitos T no timo e para a manutencéo e restauracao da homeostase dos linfocitos
T maduros, procurou-se avaliar se o tratamento com IGF-1 seria capaz de interferir
na expressao de IL-7R. O IL-7R (CD127) € expresso em timocitos, progenitores de
células B e T e nos linfocitos T maduros (MAZZUCCHELLI et al, 2012). Nossos
resultados estdo em consonancia com a lituratura, pois apontam que apés a co-
cultura com as CETc, todas as subpopulacdes de timdcitos expressam em sua
superficie o CD127. O tratamento com IGF-1 reduziu significativamente a expressao
de IL-7R na subpopulacdo DN e CD8SP e aumentou significativamente a expressao
desse receptor na superficie de timécitos CD4SP. Esse achado pode sugerir que as
células CD4SP apresentam uma maior taxa de sobrevida. Para corroborar essa
suposicdo, foi encontrado um maior percentual desses timdcitos, provavelmente
devido a maior proliferacdo e/ou diminuicdo da taxa de apoptose. Nesse sentido,
Nnossos resultados sao consistentes com os relatos em estudos prévios, 0s quais
demonstram que a expressdo de IL-7R esta inversamente correlacionada com a
apoptose e positivamente correlacionada ao aumento na contagem de linfécitos T
CD4SP em paciente infectados pelo HIV (KOESTERS et al, 2006). A baixa
expressdo de IL-7R pode diminuir a producdo de Bcl-2, proteina anti-apoptética,
tornando as células mais susceptiveis a apoptose (COLE et al, 2007). Camundongos
deficientes para IL-7 tem uma drastica reducédo no nimero de timdcitos e uma falha
na transicdo do desenvolvimento de células imaturas para células comprometidas
com a linhagem T (ANDERSON et al, 1996). Sugere-se ainda, que esse aumento
observado no percentual de linfocitos CD4SP tenha relacdo com a capacidade do
IGF-1 em estimular de maneira direta e especifica a proliferacdo de linfécitos T
reguladores (CD4"CD25*Foxp3™), fortalecendo o mecanismo pelo qual esse fator de
crescimento modula a qualidade da resposta imune contra insultos inflamatorios
(BILBAO et al, 2014). Os linfécitos T reguladores sdo potentes supressores da
reposta inflamatoria e cruciais para a manutencédo da autotolerancia e homeostase
imunoldgica (LEHTIMAKI; LAHESMAA, 2013), fato evidenciado quando o numero
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reduzido de linfécitos T reguladores tém sido implicado em uma variedade de
condi¢des hiperinflamatérias e doencgas autoimunes (HUANG; SATTLER, 2011).
Essas descobertas fometaram a aprovacgao do rhiIGF-1 (IGF-1 recombiante humano)
pelo FDA (USA Food and Drug administration) como farmaco para o tratamento de
doencas autoimunes (BILBAO et al, 2014). Estudos futuros serdo realizados com
objetivo de avaliar a acdo do IGF-1 sobre a proliferacdo de linfécitos T reguladores.

A populagéo de linfocitos T maduro € dividida em duas linhagens principais
definidas pela expressdo mutuamente exclusiva das moléculas de superficie CD4 e
CD8 (correceptores) e diferem na sua funcdo e restricio ao MHC. Os linfocitos
CD4SP sao auxiliares e tipicamente restritos ao MHC-Il, enquanto os linfocitos
CD8SP sao citotoxicos e restritos ao MHC-I. Vérios fatores de transcricdo sao
conhecidos por controlar o comprometimento com as linhagens CD4 e CDS8,
incluindo as proteinas ThPOK e GATA3 as quais Sdo necessarias para a
diferenciacéo da linhagem CD4SP e os fatores RUNX1 e RUNX3 contribuem para a
diferenciacdo de linfocitos CD8SP. De modo que os linfécitos CD4 expressam
ThPOK, mas ndo expressam RUNX3, enquanto que o oposto € verdadeiro para 0s
linfécitos CD8SP (WANG; BOSSELUT, 2009). Com isso, propde-se que esses
fatores participam de um ciclo regulador duplamente negativo, no qual ThPOK
reprime os genes que codificam RUNX1, RUNX3 e a geracao de linfécitos CD8SP,
enquanto que a familia Runx reprime aqueles que codifcam ThPOK e
consequentemente a diferenciacdo de linfécitos CD4SP (MUROI et al, 2008;
SETOUGUCHI et al, 2008; EGWA, LITTMAN, 2008). Dados da literatura
demonstram que na auséncia de ThPOK, timécitos restrito ao MHC-II em
camundongos deficientes para ThPOK sé&o redirecionados para a linhagem CDS8
(EGAWA; LITTMAN, 2008), enquanto que a expressao constitutiva de ThPOK em
timocitos restritos ao MHC-I redireciona para a linhagem CD4SP. Assim como, 0
fator RUNX3 é essencial para o comprometimento com a linhagem CD8SP, ja que
timocitos restrito ao MHC-I sdo redirecionados a linhagem CD4SP na auséncia
desse gene (SETOGUCHI et al, 2008). Relatos descritos por Sun; Vitolo; Passaniti
(2001), afirmam que o tratamento com IGF-1 estimula a expressao de RUNX2 de
maneira dose dependente em células endoteliais humanas.

Em nosso estudo o tratamento com IGF-1 foi capaz de aumentar de maneira
significativa a expressdao de MHC-II na superficie das CETc e o percentual dos

linfécitos CD4SP, além de aumentar a expressao do gene Zbtb7b. Esses resultados
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sugerem que IGF-1 estimulou a diferenciacdo dos linfécitos CD4SP via fator de
transcricdo ThPOK. O fator de transcricdo ThPOK n&o € expresso em timdcitos DN,
DP e CD8SP, sendo apenas expresso em ceélulas CD4SP (LEE et al, 2015).
Corroborando nossa hipotese esta o fato do tratamento com IGF-1 reduzir a
expressdo de MHC-I nas CETc e a expressdo do gene Runxl nos linfécitos T, o que
ratifica a influéncia do IGF-1 no comprometimento com a escolha da linhagem de
linfécitos CD4SP. A contribuicdo deste estudo € relevante para o entendimento da
resposta biolégica das células e fornece suporte para a aplicagdo do IGF-1 como
alvo terapéutico em disturbios relacionados a deficiéncia de linfocitos T CD4SP,
como infeccdo pelo HIV, doencas inflamatérias e autoimunes. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para assegurar sua eficacia terapéutica e uso seguro nas

diferentes desordens imunolégicas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o IGF-1 possui
efeitos sobre as células estromais timicas, no tocante a expressao de MHC-I e I,
bem como a sintese de matriz extracelular e expressao de integrinas apos o contato
com timécitos. O tratamento com IGF-1 também é capaz de modular a expressao de
IL-7R, aumentar o nimero percentual dos linfécitos T CD4SP e a expressao do gene
Zbtb7b em timécitos apds contato direto com as CETc.

Em conjunto, nossos dados demonstram a participacdo do IGF-1 nas
interacdes timocitos/células estromais timicas, em especial na diferenciagéo in vitro

de timécitos em linfécitos CD4*, via fator de transcricdo ThPOK.
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ANEXOS
Anexo A: Comité de Etica em pesquisa- processo n° 028370/2010-07

|

o

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macesd - AL, 080372010

e s

Semhor (&) Pesquisador (a), Salete Smaniotto

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 08/03/2010 ¢ com base no parecer
emitido pelo (8) relator (a) do processo o” 028370201007 sob o tilo , Estudo dos efeitos
do  hormimio do crescimemto sobre o sistemna imune: uma abordagem
neurcimunoendécring  vem por meio deste imstrumento comunicar a aprovagho do
processo supra citado, com base no item VIIL 13, b, da Resolugdo 0 19696,

O CEP deve ser infarmado de todos os cfeitos sdversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res, ONS 19696, item V. 4),

E papel dofa) pesquisadoe(a) assegarar medidss imediatas adequadas freate 2
evento grave ocomido (mesmoe que tenba sido em outro ¢eatro) ¢ enviar notificacdo ao
CEP ¢ & Asgéncia Nacional de Vigilincia Sanitérian - ANVISA - jento com sew
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas #0 protocolo devem ser apresentadas 20
CEP de forma clara ¢ sucinta, sdentificando a parte do protocolo a ser modificads ¢ sua
justificativa. Em caso de progeto do Grupo | ou [T apresentados anteriormente & ANVISA,
o(a) pesguisador(s) ou patrocinador(a) deve envid-los @ mesma jumlo com O parecer
aprovasirio do CEP, para serem inclukdas ao progocolo micial (Res, 251097, item 1V. 2.¢).

Redstdnos parcisis ¢ finais devem ser apresentados 20 CEP, de acordo com o3
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e ma Res. ONS, 196/96.

Na cventunlidade de esclarecimentos adicionais, este Comisé coloca-se a
disposigdo dos interessados para o acompanhamento da pesquiss em scus dilemas éticos ¢
exigéncias contidas nas Resolugdes supm - referidas.

Estn aprovagio nfio ¢ vilids para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa
acima refendo (%) Asces somiticas cxpecinis

Prejetos de PIBC, com palmos de trabaiho e projotes de meatrado que scjam
protocelo, deverin ser avaliados om naves Pridocales de Posgeins.

o, c'
u"':&:?' .-.,u'l"'" Limy
m'i.\.,‘m 2 Eey
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Anexo B: Comisséo de Etica no Uso de Animais -projeto n° 14/2015

=

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
PARECER CONSUBSTANCIADO
PROJETO N* 142015
TITULO: AvalingBio dos efeitos de hormémios hipofisirios ¢ semaforinas sobee Grglos
linfoddes ¢ células do sistema inmmoldgico.
RESPONSAVEL: Salete Smanioto

ORIETIVO: Avaliar os efeitos de hormémios hipofisinics ¢ semaforim sobre drglos linfoldes
¢ ¢tlulas do sistema imamolégico.

SITUACAO: Apevvado
PERIODO DE VIGENCIA: 01.07.2015 2 30.06.2020

DADOS DO ANIMAL:
ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE |
Camundongo isogénico CSTBLYS 250 |

Maceid, 16 de junho de 2015,

.
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