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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luciana Peixoto Veneziani

O timo é um 6rgdo linfoide priméario responsavel pelo desenvolvimento e selecdo de células T.
Diversos fatores podem afetar o desenvolvimento de células T, como citocinas, quimiocinas e
moléculas da matriz extracelular, mas também horménios, neuropeptideos e neurotransmissores.
O timo recebe densa inervagdo simpatica, liberando majoritariamente noradrenalina (NA),
timocitos e células timicas ndo linfoides expressam receptores adrenérgicos e podem sintetizar
catecolaminas, sugerindo modulacdo de NA por diferentes vias. Por outro lado, poucas evidéncias
anatdmicas suportam a hipotese da inervacdo timica parassimpatica. Entretanto, acetilcolina
(ACh) parece ser endogenamente produzida no 6rgdo, uma vez que diferentes células no timo
expressam a enzima sintetizadora de ACh (ChAT) e receptores colinérgicos. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi determinar o papel funcional de ACh e NA sobre os componentes
linfoide e microambiental do timo, e sobre as interacdes entre celulas epiteliais e timdcitos.
Avaliamos a expressdo de receptores adrenergicos aia aip, dzc, B2 € colinérgicos M1, M3, M5 e
a7 em timécitos e TECs, através do método de PCR quantitativa. Todas as populac6es celulares
testadas expressavam os receptores selecionados. Alem disso, buscamos caracterizar o efeito de
drogas analogas aos neurotransmissores sobre a morte e a proliferacdo de timdcitos, através da
marcacdo com anexina-V/iodeto de propidio (IP) e CFSE respectivamente. Timdcitos obtidos do
timo de camundongos C57BL/6 fémeas, foram tratados com carbacol (analogo de Ach - em
concentracdes variando de 10 nM a 1000 nM) ou arterenol (andlogo de NA - em concentracdes
variando de 10 nM a 1 mM). Verificamos que apenas arterenol na concentracdo de 1 mM induziu
a apoptose nas celulas tratadas. Nenhum dos analogos modulou a proliferacdo celular. Avaliamos
ainda o efeito das drogas sobre a migracdo de timocitos, agindo como quimioatrente ou
modulando a migracdo induzida por fibronectina. Nenhuma das drogas demonstrou efeito
quimioatraente ou alterou a migracdo induzida por fibronectina. Além disso, avaliamos o efeito
das drogas sobre a interacdo TEC/timocitos atraves de ensaios de adesdo e observamos que
carbacol foi capaz de diminuir a adesao de timocitos a TECs em todas as concentracdes testadas.
Essa diminuicdo é refletida no nimero de timdcitos que aderem as TECs e parece estar associada a
modulacdo da expressdo do receptor de laminina VLA-6. Nossos dados sugerem que timocitos e
as linhagens de TECs testadas expressam receptores e que neurotransmissores, em especial a
ACh, podem modular a interacdo entre TECs e timaocitos.
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Effects of acetylcholine and norepinephrine analogs on interactions between thymocytes and
thymic epithelial cells

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luciana Peixoto Veneziani

The thymus is a primary lymphoid organ responsible for the development and selection of T cells.
Several factors can affect T cell development in the thymus, such as cytokines, chemokines and
extracellular matrix molecules, but also hormones, neuropeptides and neurotransmitters. The
thymus receives dense sympathetic innervation, which mostly releases norepinephrine (NA).
Thymocytes and non-lymphoid thymic cells express adrenergic receptors and can synthesize
catecholamines, suggesting that NA modulation can occur in different pathways. On the other
hand, little anatomical evidence supports the hypothesis of parasympathetic thymic innervation.
However, acetylcholine (ACh) appears to be endogenously produced in the organ, since different
cells in the thymus express the Ach-synthesizing enzyme (ChAT) and cholinergic receptors. Thus,
the aim of this study was to determine the functional role of ACh and NA on the lymphoid and
microenvironmental components of the thymus, and on the interactions between epithelial cells
and thymocytes. We evaluated the expression of alA, alD, a2C, B2 adrenergic receptors and M1,
M3, M5 and a7 cholinergic receptors in thymocytes and TECs, using the quantitative PCR
method. All cell populations tested expressed the selected receptors. Then we evaluated the effect
of neurotransmitter-like drugs on thymocyte cell death and proliferation, through annexin-V /
propidium iodide (Pl) and CFSE staining, respectively. Thymocytes obtained from C57BL /6
female mice were treated with carbachol (Ach analog - in concentrations ranging from 10 nM to
1000 nM) or arterenol (NA analog - in concentrations ranging from 10 nM to 1 mM). Only
arterenol at 1 mM concentration induced apoptosis. None of the analogs altered cell proliferation.
We also analyzed the effect of these drugs on thymocyte migration, evaluating if any of them
could act as a chemoattractant or modulating cell migration induced by fibronectin. None of the
drugs showed a chemoattractive effect or altered migration induced by fibronectin. In addition, we
evaluated the effect of arterenol and carbachol on TEC / thymocyte adhesion through adhesion
assays and observed that carbachol was able to diminished thymocyte adhesion to TECs at all
concentrations tested. This decrease is reflected in the number of thymocytes that adhere to TECs
and appears to be associated with modulation of the expression of the VLA-6 laminin receptor.
Our data suggest that thymocytes and the tested TEC lineages express adrenergic and cholinergic
receptors and that neurotransmitters, especially ACh, can modulate the interaction between TECs
and thymocytes.
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ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh — Acetilcolina (Acetylcholine)

AChE — Acetilcolinesterase (Acetylcholinesterase)

ACTH — Adrenocorticotropina (Adrenocorticopropic hormone)

AIRE - Regulador autoimune (Autoimune regulator)

AR - Receptor adrenérgico (Adrenergic Receptor)

Art — Arterenol

ATP - Adenosina Trifosfato (Adenosine Triphosphate)

AVP — Vasopressina (Vasopressin)

BALT - Tecido linfoide associado aos bronquios (Bronchus-associated lymphoid tissue)
BSA - Albumina de soro bovino (Bovine serum albumin)

Carb — Carbacol (Carbachol)

ChAT - Colina acetil transferase (Choline acetyltransferase)

CTEC - Célula Epitelial Timica cortical (cortical Thymic Epithelial Cell)
DA — Dopamina (Dopamine)

DAG - Diacilglicerol (Diacylglycerol)

DBH - Dopamina B-hidroxilase (Dopamine -hydroxylase)

DN - Timocito duplo-negativo para a expressao das moléculas CD4 e CD8
DOPA - 3,4-di-hidroxi-I-fenilalanina (3,4-dihydroxy-I-phenylalanine)

DP - Timocito duplo- positivo para a expressao das moléculas CD4 e CD8
ECM - Matriz extracelular (Extracelular matrix)

Fezf2 — fator de transcricdo forebrain-expressed zinc finger 2

FN — Fibronectina (Fibronectin)

FSH -Hormdnio foliculo estimulante (Follicle stimulating hormone )
GALT - Tecido linfoide associado ao intestito (Gut-associated lymphoid tissue)
GC- Glicocorticoides (Glucocorticoids)

GH -Hormonio do crescimento (Growth hormone)

GPCRs - Receptores acoplados a proteina G (G protein- coupled receptor)
HPA - Hipotalamo — hipdfise(pituitaria) — Adrenal (Hypothalamic—Pituitary—Adrenal Axis)
IA — indice de Ades&o (Adhesion index)

IL - Interleucina (Interleukins)

JCM - Juncdo cortico-medular (Cortico-Medullary Junction)

LH - Hormdnio luteinizante (luteinizing hormone)

LM — Laminina (Lamin)

LNs - Linfonodo (Lymph node)
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LPS - Lipopolissacarideo (Lipopolysaccharides)

MAChR - Receptores muscarinicos de Acetilcolina (Muscarinic Acetylcholine Receptors)
MALT - Tecido linfoide associado a mucosa (Mucosa-associated lymphoid tissue)
MNL - Células mononucleares (Mononuclear cells)

mTEC - Célula Epitelial Timica medular (Medullary Thymic Epithelial Cell)

NA — Noradrenalina (Norephinefrine — NE)

nAChR - Receptores nicotinicos de Acetilcolina (Nicotinic Acetylcholine Receptors)
NOD — Camundongo diabético ndo obeso (Non-obese diabetic mouse)

NPY - Neuropeptideo Y (Neuropeptide Y)

OT — Ocitocina (Oxytocin)

OVA - Ovoalbumina (Ovalbumin)

OXO-M- Oxotremorina (Oxotremorine M)

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico (Peripheral blood mononuclear cells)
PKC - Proteina Cinase C (Protein kinase C)

PNM - Feniletanolamina - N - Metiltransferase (Phenylethanolamine-N-methyltransferase)
PRL — Prolactina (Prolactin)

PTA — Antigenos do tecidos periféricos (Peripheral tissue antigens)

S1P - Esfingosina-1-fosfato (Sphingosine-1-phosphate)

S1P1 - Receptor de esfingosina - 1- Fosfato (Sphingosine-1-phosphate receptor)
SFB - Soro Fetal Bovino (Fetal Bovine Serum)

SCF — Fator de célula-tronco (Stem cell factor)

SNC - Sistema nervoso central (Central nervous system)

SNE - Sistema nervoso entérico (Enteric nervous system)

SNPas - Sistema nervoso parassimpatico (Parasympathetic nervous system)

SNS - Sistema nervoso simpatico (Sympathetic nervous system)

SP - Timdcitos simples-positivos para a expressao das moleculas CD4 ou CD8
TCR - Receptor de célula T (T cell receptor)

TEC — Célula epitelial timica (Thymic Epithelial Cell)

TH - Tirosina hidroxilase (Tyrosine Hydroxylase)

TNC - Células nurse timicas (Thymic nurse cells)

TNF-a - Fator de necrose tumoral o (Tumor Necrosis Factor «)

TSH - Hormdnio estimulante da tireoide (Thyroid stimulating hormone)

VLA - Antigeno de aparecimento muito tardio (Very Late Antigen)

WT — Tipo Selvagem (Wild Type)
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1. INTRODUCAO

1.1. O Timo

O timo € um orgdo linfoide primério responsavel pelo desenvolvimento e selecdo de
células T que uma vez formadas podem migrar para 6rgdos linfoides secundarios nos quais
poderdo dar inicio a resposta imune celular (1). Anatomicamente, esta localizado na porcéao
superior do mediastino e posterior ao esterno, na altura dos grandes vasos do coragdo (Figura 1.1)
(2). E composto por dois lobos revestidos por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, da qual se

originam septos que dividem o parénquima em diversos lébulos continuos (2).

Timo

Coragao
Pulmao
Figado

Figura 1.1: Posicdo anatémica do timo murino. (Obtido a partir de: Xing Y, Hogquist K A,
2014).

Cada lobulo é composto por uma regido cortical mais externa e uma regidao medular mais
interna conectadas pela juncédo cortico-medular (JCM) (3). Apesar da denominacao, ndo ha limites
anatomicos definidos entre as regides, sendo essa uma denominacdo histologica. O cdlrtex
apresenta intensa coloracdo de hematoxilina, devido a maior presenca de células T em
desenvolvimento — timocitos - enquanto a regido medular apresenta colaracdo mais branda devido

a menor presenca de timaocitos (Figura 1.2) (2).



Figura 1.2: Representacdo histdlogica do timo. Na imagem é possivel observar diferentes
I6bulos timicos e suas regibes principais, o0 cértex e a medula (Adaptado de:
http://mol.icb.usp.br/index.php/12-4-orgaos-linfoides/)

O timo foi descrito pela primeira vez nos manuscritos do médico e filésofo Galeno de
Pérgamo (+ 160 AD), o 6rgdo foi chamado de timo devido a sua semelhanca morfoldgica com a
folha Thymus cunula (4). Galeno considerava que o timo serviria apenas como “almofada” entre o
esterno e 0s vasos sanguineos, porém foi capaz de observar que o timo era maior em animais
jovens e que diminuia conforme a idade (4). Mesmo com sua primeira descricdo na grécia antiga,
o timo foi considerado durante séculos apenas um érgdo vestigial e seu papel essencial na
diferenciacdo de células T foi demonstrado apenas nos anos 60 (4). Em 1961, Jacques Miller
mostrou que camundongos que sofreram timectomia — retirada cirdrgica do timo - imediatamente
apos 0 nascimento apresentavam maior indice de mortalidade do que seus controles e que a morte
desses animais era causada por infec¢des laboratoriais comuns, sugerindo entdo que esses animais
seriam mais susceptiveis a infeccBes. Outras analises constataram ainda que esses animais
apresentavam linfopenia no sangue, baco e linfonodos e que ndo eram capazes de rejeitar um
transplante de pele, como o esperado em um camundongo imunocompentente (4,5,6). Miller
concluiu que o timo teria um papel essencial em um sistema imune funcional, sendo o responsavel
pelo desenvolvimento de células T imunocompetentes (5,7).

O desenvolvimento de células T depende de um microambiente favoravel, intensa
sinalizacdo celular e processos celulares controlados que formam uma rede tridimencional
chamada microambiente timico (8,9). O microambiente timico é formado por células linfoides,
como timaocitos, células dendriticas (DCs), macrofagos e células B e células ndo-linfoides como as
células epiteliais timicas (TECs), células endoteliais e células mesenquimais (9,10). As células do
microambiente timico participam ndo s6 da estrutura do 6rgdo, mas também sdo fontes essenciais
de sinalizagdo para o desenvolvimento dos timécitos (1). Dentro desse contexto, destacam-se as

TECs que formam o componente principal do microambiente timico (8) e sdo responsaveis pela
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producdo de moduladores sollveis, incluindo horménios e citocinas, além de expressarem
complexos de histocompatibilidade que interagem com receptores de células T. Essa interacdo é
essencial para o desenvolvimento de timocitos (11). Os horménios tipicamente produzidos por
TECs sdo quimicamente definidos e incluem timosina-os, timopoetina e timulina que também
podem modular a diferenciacdo de timdcitos (12). A relacdo TECs-timocitos é evidenciada
durante a embriogénese, uma vez que nesse periodo o timo carece de sua rede tridimencional e da
divisdo cortex e medula. A partir dos estagios de desenvolvimento embrionario E11 e E12 de
camundongos, progenitores linfoides colonizam o timo, acompanhados por alteragdes no
desenvolvimento e na organizacdo de TECs (8,13). Portanto, timdcitos e TECs se desenvolvem
lado a lado durante a embriogénese, o que pode levar a hipdtese de uma relacdo simbidtica entre
timécitos e 0 ambiente em que estdo inseridos (13).

TECs podem ser observadas nas regides de cdrtex e medula onde podem formar nichos
especiais contribuindo para o desenvolvimento de timocitos (14). A partir da sua localizacéo,
TECs podem ser classicamente dividas em celulas epiteliais timicas corticais (CTEC) e medulares
(mTEC) (8). No cortex é possivel observar também a presenga de um subconjunto adicional de
TECs, denominado células nurse timicas (TNC - do inglés Thymic Nurse Cells), que constituem
um complexo linfoepitelial, onde uma Unica TEC envolve um numero variavel de timocitos
(14,15). A diferenciacdo em populacGes especializadas de TECs contribui para diferentes fases do
desenvolvimento de timocitos, uma vez que timécitos em diferentes estagios de maturacao
ocupam regides timicas diferentes (8). Classicamente o cOrtex abriga timocitos mais imaturos, que
apresentam fenétipo duplo-negativo (DN),ou seja, que ndo expressam as moléculas de superficie
CD4 ou CD8 e duplo-positivo (DP), que expressam CD4 e CD8. Na medula, observamos a
presenca de timécitos maduros simples-positivos (SP), que expressam CD4 ou CD8 na superficie
celular, considerados portanto SP CD4 ou SP CD8. Essa diferenca indica que o desenvolvimento
de células T esta intimamente ligado a processos migratorios altamente controlados (8,14).

No cértex timico, as cTECs apresentam uma forma tridemensional reticular, que permite
sua interacdo com um grande namero de timaocitos, essas células participam das fases iniciais de
desenvolvimento de timdcitos, e na selecdo positiva (8,13). Seu fendtipo pode ser definido a partir
da expressdo dos marcadores de superficie citoqueratina 8, molécula de adesdo celular epitelial
(EpCAM - do inglés Epithelial Cell Adhesion Molecule), Ly51, CD205 (15). Como mencionado
anteriormente, no coértex timico é possivel observar a presenca de TNC, um complexo
linfoepitelial em que uma cTEC pode abrigar centenas de timdcitos, criando um nicho micro-
ambiental especial (14,16). A maioria dos timdcitos associados a TNC apresentam o fenétipo DP,
porém € possivel observar também células DN e algumas células maduras SP (14). Ademais, a

expressdo do complexo principal de histocompatibilidade (MHC - do inglés major
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histocompatibility complex) do tipo | e Il e a presenca de componentes necessarios para
processamento e apresentacdo de antigenos por cTECs, indicam seu papel importante na selecéo
positiva (16). Por outro lado, mTECs expressam diferentes marcadores de superficie e séo
morfologicamente diferentes, apresentando uma morfologia mais compactada (16). Podem ser
definidas pelo fendtipo CD45, EpCam”, Ly51", UEAL" | e junto de DCs participam do processo
de selecéo negativa (8,15,16). Essa configuracdo pode ser vista esquematicamente na figura 1.3.

Epi;élio A i

\d < Timécito
subcapsular cTEC Macréfago
Fibroblasto mTEC DC Células

Nurse

Figura 1.3: Diagrama esquematico do microambiente timico. A figura mostra uma
representacdo de um Iébulo timico com timécitos integrados a uma rede celular ndo-linfoide e
heterogénea: o chamado microambiente timico, composto por células epiteliais (amarelo e
laranja), células dendriticas (vermelho), macrdfagos (azul) e fibroblastos (verde). O tecido
epitelial apresenta heterogeneidade morfolégica que pode ser vista nas regides subseptal /
subcapsular, cortical e medular. No cortex, notamos um complexo linfoepitelial especifico, o
TNC. C: cortex; M: Medula; cTEC: célula epitelial timica cortical; mTEC: célula epitelial timica
medular. Adaptado de (SAVINO, 2006).

1.1.1. Desenvolvimento de células T

No timo adulto, os progenitores de células T possuem uma capacidade de renovacao
limitada, mas sua presenca é garantida por um influxo continuo de progenitores hematopoiéticos
originados da medula 6ssea, que chegam ao timo através da corrente sanguinea (8). Essas células
chegam ao timo através de vasos presentes na JCM, de onde podem migrar durante 0s processos

de diferenciacdo (1). Seu recrutamento depende da expressdo de receptores que possam responder
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as quimiocinas produzidas no microambiente timico, responsaveis pelo “homing” de células
progenitoras. Essas quimiocinas incluem CCL25, CCL21 e também o ligante de P-seleticna,
PSGL-1 (17), fazendo com que seja necesséria a expressao dos receptores correspondentes CCR9,
CCRY e P-selectina por possiveis progenitores (18,19).

Apos a entrada de células progenitoras no timo, o processo de diferencia¢do de timocitos
é iniciado (8). Caracterizado por processos distintos que podem ser identificados através de
alteracOes na expressdo de proteinas de membrana, como CD4 e CD8 e a expressdo do complexo
CD3:TCR (1). As células recém chegadas ao timo séo consideradas DN e constituem cerca de 5%
de toda a populagdo de timdcitos totais. Em camundongos, o fendtipo DN pode ser ainda
subdividido em quatro estagios diferentes (DN1, DN2, DN3, DN4) baseados nas expressdes das
moléculas CD44 (molécula de adesdo — receptor de acido hiarulénico) e CD25 (cadeia o do
receptor de IL-2) (1). As células mais imaturas sdo chamadas DN1 e apresentam o fen6tipo CD3"
CD4CD8'CD25CD44" e apesar de iniciado o processo de diferenciacdo essas células ainda
apresentam potencial multipotente, podendo se diferenciar em outros tipos célulares (20). O
comprometimento com a linhagem de célula T depende da sinalizacdo entre timocitos e o epitélio
timico. Dentre os sinais essenciais para 0 comprometimento, estdo os ligantes do receptor Notch,
que uma vez ativado d& inicio ao estabelecimento do “programa de linhagem” T (18). O epitélio
timico também é responsavel pela producdo de outros ligantes e citocinas essenciais para o
desenvolvimento de células T, como o fator de células-tronco (do inglés stem cell factor - SCF) do
ligante KIT (cKIT) e a interleucina 7 (IL-7), que sdo fatores criticos na proliferacdo de timécitos
em diferentes estagios da diferenciacdo (18). Inicialmente, a sinalizacdo por Notch e IL-7 regula
processos de proliferacdo, sobrevivéncia e progressdo, especialmente para células DN1 induzindo
sua progressdo para o estagio seguinte, DN2 (21).

Com a progressdo da diferenciacdo, as células migram em direcdo ao cortex externo (8).
O estagio DN2 pode ser observado na parte interna do cortex e € caracterizado por intensa
proliferacdo e expansdo de timdcitos (8). As células nesse estagio apresentam um fendtipo CD3"
CD4'CD8CD25'CD44" que pode ser ainda subdividido em DN2a e DN2b (20). Células DN2a
expressam altos niveis de cKIT que é gradualmente perdido no estdgio DN2b, onde timdcitos se
comprometem com a linhagem T e perdem sua capacidade de se diferenciar em outros tipos
celulares (20). Durante esse estagio de diferenciacdo, os timocitos comecam a expressar as
proteinas Ragl e Rag2 para que ocorra o rearranjo dos genes do receptor de células T (TCR — do
inglés T Cell Receptor) (17). O TCR € um heterodimero mais comumente formado por uma cadeia
o ¢ uma cadeia B (podendo também ser fomado por cadeias yd) consequente da recombinagdo
V(D)J (1). Com a progressao da diferenciacdo, a proliferacdo dos timocitos diminui e as células
passam a apresentar o fenétipo CD3'CD4' CD8 CD25"'CD44  DN3 (17). O fen6tipo DN3 pode ser
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ainda subdivido em DN3a e DN3b de acordo com a expressdo de CD27 (20). O estdgio DN3
marca um ponto importante no processo de diferenciacio. E nesse momento que a maioria dos
genes de célula T estdo ativados e as células perdem o potencial de diferenciacdo em outras
linhagens (20). O rearranjo da cadeia p de TCR ocorre na transi¢do entre os estagios DN3a e
DN3b (22). Células que sofreram rearranjo produtivo de genes tém a cadeia B acoplada a uma
cadeia inavaridvel pré-Ta e moleculas CD3, formando um pré-TCR. Esse complexo é entdo
transportado para a superficie celular, enquanto aquelas células sem uma cadeia TCRp funcional
sdo eliminadas por morte celular (1). A expressdo de pré-TCR leva a intensa sinalizacéo,
induzindo a proliferagcdo, sobrevivéncia e diferenciacdo no chamado processo de selegdo . As
células que passaram com éxito por esse processo sofrem expansdo proliferativa enquanto
progridem em direcdo ao cortex interno, eventualmente progredindo para o estagio DN4 (CD3"
CD4 CD8'CD25'CD44") (17,20).

Apesar do fendtipo de diferenciacdo DN ser considerado em 4 diferentes estagios, apés o
estdgio DN3 todas as células o/p expressam CD4 ou CD8 (8). O estagio DN4 foi assim nomeado
devido a baixa expressdo de CD4 e CD8 na superficie de células apds o estagio DN3 e, portanto,
sua dificil separacdo de outras células verdadeiramente DN (8). Além disso, células que passaram
pela selecdo P rapidamente se tornam DP, sendo assim muitos autores preferem chamar o estagio
DN4 de pre-DP (8). Nesse momento, ¢ iniciada a recombinagdo da cadeia oo do TCR e também ¢
observada uma alteracdo na migracdo das células, que até entdo estava direcionada ao cértex
externo. Nesse estagio, células comegcam a migrar em direcdo ao cortex interno, proximo a JCM
(8). Semelhante ao observado em células DN3, ha uma parada na proliferacdo de células DP que
coincide com o rearranjo de TCRa. Diferente da cadeia B, o rearranjo da cadeia o ndo inclui o
segmento génico D, apenas VJ (1). A recombinagdo produtiva da cadeia a leva a expressao do
complexo TCRof na superficie celular (20). Até a formacdo do TCR o desenvolvimento de
células T ocorre de maneira independente de antigeno, porém consequente a formacéo do receptor
as células sdo responsivas a antigenos e passam por processos de selecdo positiva e negativa (1).

O TCRap ¢ essencial na defesa do organismo, pois € através da sinalizacédo pelo TCR que
células T podem responder a antigenos na forma de peptideos associados ao MHC de classe | ou
de classe 1l (1). Sendo assim, o funcionamento correto dessa molécula é indispensavel e portanto,
deve ser testado corretamente (1). O primeiro processo regulatério que visa avaliar a
especificidade do TCR é chamado selecdo positiva, onde é testada a capacidade de timocitos DP
de reconhecerem e se ligarem ao complexo peptideo/MHC apresentado por cTECs (23). Apenas
uma pequena parcela de receptores (10-30%) serd capaz de reconhecer o complexo peptideo
proprio/MHC e essa interacdo levara a intensa sinalizacdo, induzida principalmente pela producéo

de IL-7 pelo microambiente timico, para sobrevivéncia e diferenciacdo dessas células (1). Células
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portando receptores ndo funcionais sdo eliminadas por morte celular programada (1,23). Nesse
estagio também é iniciado o processo de especificacdo de linhagem, onde células que interagem
com MHC Il ou MHC | expressam CD4 ou CD8, respectivamente (17). Essas células migram em
direcdo a medula como timdcitos SP onde passam por um segundo processo, a selecdo negativa,
responsavel por impedir que células T potencialmente auto-reativas, ou seja, que apresentem alta
afinidade pelo antigeno proprio deixem o timo (17).

A migracdo dos timécitos em direcdo a medula € mediada por um aumento na expressao
do receptor CCR7, fazendo com que as células migrem em direcdo as quimiocinas ligantes,
CCL19 e CCL21 produzidas por diversas células microambientais, incluindo mTECs (8,23). A
interacdo entre esses timocitos semi-maduros € as mTECs é essencial no processo de selecdo
negativa, uma vez que mTECs apresentam antigenos de proteinas expressas em diversos tecidos
(PTA — do inglés peripheral tissue antigens) contribuindo para a inducéo da tolerancia (23,24).
Essa propriedade é denominada expressao génica promiscua e € controlada principalmente por
dois fatores: o gene AIRE (do inglés - Autoimmune Regulator) e o fator de transcricdo Forebrain
Embryonic Zinc Finger-like 2 (Fezf2). Esses reguladores agem de forma independente, mas
sinérgica no controle da expressdo de PTAs (24). Outro contruibidor importante na apresentacdo
de PTAs sdo as DCs (8). A forma como DCs contribuem para a selecdo negativa depende da
interacdo entre DCs e mTECs, uma vez que a principal teoria envolvendo seu papel na selegcdo
negativa € a transferéncia de antigenos de mTECs para DCs por apresentacao cruzada (Figura 1.4)
(8). Interagdes de alta afinidade entre TCRafp ¢ o complexo peptideo/MHC levam a eliminacao
das células por apoptose (1). Porem, algumas células SP CD4 que reconhecem antigenos proprios
com alta avidez podem se diferenciar em células T reguladoras (Tregs). Esse processo de
diferenciacdo depende da expressdo de CD25, estimulo de citocinas como IL-2 e IL-15, além da

sinalizacdo de TCR e por fim da expressdo do fator de transcricdo FOXP3 (17).
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Figura 1.4: Esquema da selecdo negativa de células T e expressdo de PTA no timo. Durante
0s estagios iniciais de diferenciagdo timocitos interagem com cTECs no cortex timico. Apods a
selecdo positiva timocitos duplo-positivos se diferenciam em células simples postivas e migram
em direcdo a medula onde interagem com mTECs. mTEC expressam peptideos expressos em
diversos tecidos (PTAs). Timocitos interagem com mTECs através do receptor de células T (TCR)
e do complexo peptideo/ peptideo-complexo principal de histocompatibilidade (MHC), em um
processo chamado selecdo negativa. A expressdo de PTAs é controlada por Aire e Fezf2 em
MTEC. PTAs expressos por mTECs séo transferidos para células dendriticas, que também
auxiliam no processo de selecdo negativa. A maioria das células T autorreativas sdo eliminadas
por apoptose, mas algumas se diferenciam em células T reguladoras. Adaptado de (TAKABA,;
TAKAYANAGI, 2017)

Apos a selecdo negativa, a maioria dos timdcitos ainda ndo é funcionalmente maduro e
deve passar por processos adicionais de maturacdo na medula antes que estejam aptos a sair do
timo (8). Durante esse periodo, diversas moléculas sdo reguladas e o processo de maturagdo pode
ser definido a partir da downregulacdo de CD69 (sinal de retencdo tecidual) e aumento na
expressao da L-selectina CD62L, integrina 7 € do receptor 1 de esfingosina-1-fosfato (S1P;) (25).
O principal papel desse receptor na saida das células do timo é mediar a migracéo de células S1P;”
em direcdo a um gradiente da molécula esfingosina-1-fosfato (S1P), uma vez que a concentragédo
de S1P € maior no sangue e na linfa (23,25). A importancia de S1P;/S1P pode ser ainda
demonstrada a partir da evidéncia de que células hematopoiéticas murinas que ndo expressam
S1P; ndo sdo observadas na corrente sanguinea e em o6rgdos linfoides secundarios, uma vez que
células maduras SP ndo conseguem deixar o timo (25,26). A saida do timo pode ainda depender de
moléculas de matriz extracellular (ECM) como fibronectina (FN) (14). A relevancia dessa
molécula pode ser observada no modelo de camundongo diabético ndo obeso (NOD) que

desenvolve diabetes tipo 1, uma doenga autoimune dependente de células T (27). E possivel
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observar que timocitos de camundongos NOD apresentam alteracdo no receptor de FN VLAS5 (do
inglés, Very Late Antigen 5 — receptor de FN) impedindo a migracdo celular e adesdo a FN, que
leva ao acumulo de timdcitos SP no timo desses animais (27,28,29).

Ao final do processo de diferenciacdo, sdo liberadas células T maduras auto-tolerantes

que podem migrar para orgdos linfoides secundarios onde terd inicio a resposta imune celular

B < 1
/o\

\ @ @ . Selecdo
Negativa

¢TEC @ Macrofago o DN © SP CD4 @ Vaso
ﬁ/(;/ﬁ mTEC ié’ng(‘ @ DP O SPCDS8 sanguineo

Figura 1.5: Processo de diferenciacdo intratimica de timdcitos no microambiente timico.
Progenitores de células T chegam ao timo através de vasos sanguineos na regido cortico-medular e
migram por diferentes regifes timicas. ApOs sua entrada, vdo em direcdo ao cortex externo,
seguido pelo cortex interno até a medula. Durante esse processo, 0s timocitos interagem com
diversos componentes do microambiente timico, incluindo células epiteliais corticais, medulares,
células dendriticas e macréfagos. Timocitos em desenvolvimento regulam os niveis de expressao
de diferentes proteinas membranares, receptores e co-receptores como CD4 e CD8, que podem ser
utilizados como marcadores para definir os diferentes estagios de diferenciacdo (Adaptado de
SAVINO et al., 2016).
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1.2.  Fatores que influenciam o desenvolvimento de células T

O desenvolvimento das células T é um processo altamente controlado e depende de uma
grande variedade de moléculas soltveis (30). Hormdnios, neurotransmissores e citocinas podem
influenciar diversos processos celulares durante o desenvolvimento de células T, incluindo, morte,

migracdo, adesao e selecdo de timocitos modulando assim o pool de células maduras na periferia



(30). AlteracBes nesse equilibrio podem comprometer o desenvolvimento de células T

compententes e consequentemente prejudicar a formagdo da resposta imune.

1.2.1. Infeccdes

O desenvolvimento e saida de células T competentes do timo podem ser alterados em
consequéncia de doencas infecciosas (31). Uma caracteristica comum nesse cenario é a atrofia
grave do 6rgdo, que € observada principalmente devido a deplecdo relacionada a apoptose de
timocitos DP, acompanhada de uma diminuicdo na proliferacdo de timécitos. Além das alteraces
observadas nas células linfoides, pode-se observar também alteraces no compartimento
microambiental timico, com densificacdo da rede epitelial e aumento da deposicdo de matriz
extracelular (31).

Diversos agentes infecciosos podem invadir o timo, incluindo virus, bactérias, parasitas e
fungos (31). Numerosos trabalhos descrevem alteracfes timicas durante a infeccdo aguda por
Trypanosoma cruzi em camundongos. Cotta-de-Almeida e colaboradores (2003) observaram
alteragdes na ECM no timo de camundongo infectados, incluindo aumento progressivo de
depdsitos de LM e FN, alteracGes nos padrées de migracdo de timaocitos, incluindo frequéncia
aumentada de células DP em orgéos linfoides secundarios no pico da parasitemia (32). Alem
disso, Mendes-da-Cruz e colaboradores (2003) confirmaram variacGes na frequéncia de células
DP durante a infeccdo, com diminuicdo de 200 vezes no timo e aumento de 16 vezes nos
linfonodos (LNs) subcutaneos de camundongos infectados. Foi observado também que as células
DP que se encontravam em 0rgdos linfoides perifericos expressavam o TCRVp5, e normalmente
células com esse fendtipo seriam deletadas no timo. Esses dados indicam que a infeccdo por T.
cruzi induz alterac6es no repertorio de células T periféricas com potencial autorreativo (33).

A atrofia timica também faz parte das alteracdes observadas no modelo murino de T.
cruzi e esta principalmente relacionada com disfuncdo no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA), que resulta no aumento nos niveis de glicocorticoides (GCs) (34). Glicocorticoides (GCs)
sdo amplamente descritos como imunosupressores, capazes de induzir a apoptose de timdcitos,
sendo timocitos DP os mais sensiveis a esse estimulo (31). Peréz e colaboradores (2007)
demonstraram que as alteracfes timicas relacionadas a infeccdo sdo decorrentes do aumento na
concentracdo de GCs. Além disso, animais que sofreram adrenalectomia (retirada cirurgica da
adrenal) combinada com a administracdo do antagonista de receptor glucocorticoide RU486 nao
sofreram alteracdo no peso timico, mas também ndo apresentaram perda de timocitos DP mediada
por apoptose. Esses dados indicam que o desequilibrio imuno-endocrino pode levar a efeitos

deletérios no timo durante a infeccao por T. cruzi (31,35).
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Outro hormdnio envolvido nas alteragbes timicas observadas durante a infeccdo por T.
cruzi é a prolactina (PRL) (34). Ambos PRL e GCs sdo horménios relacionados ao estresse,
sofrendo modulacdo diante de estimulos adversos. Além de sua producdo sistémica, tanto PRL
quanto GCs sao produzidos no timo, tendo acdo local através de interagdes paracrinas e autdcrinas
(36). Em condicOes adversas, o aumento de PRL pode proteger o hospedeiro do efeito
imunossupressivo de GCs, desde que o balango entre esses hormdnios seja mantido (37). Durante
a infeccdo murina por T. cruzi é possivel observar um desequilibrio entre esses hormoénios no
timo, com uma diminuicdo progressiva de PRL e aumento de GCs (37). Portanto, é possivel
concluir que alteraces hormonais intratimicas e sistémicas podem levar a alteracdes no processo
de desenvolvimento de células T. Sendo assim, a compreensdo das interacbes neuro-imuno-
enddcrinas se torna essencial no entendimento da formagdo da resposta imune e no

desenvolvimento de timdcitos.

1.2.2. Hormonios

A interagdo entre os sistemas nervoso, enddcrino e imune ja é bem estabelecida e ocorre
através de ligantes soluveis comuns entre os sistemas, mantendo circuitos de comunicagéo intra e
inter-sistemas, contribuindo para a manutencdo da homeostase (38). Isso pode ser observado em
células imunes que sdo capazes de sintetizar horménios e glandulas endocrinas e neurdnios que
sintetizam citocinas (39). Portanto, pode-se concluir que a base das interacdes entre 0s trés
sistemas esta na expressdo de receptores reciprocos que reconhecam as moléculas produto dos
sistemas nervoso, enddcrino e imune, que incluem hormdnios, citocinas, neurotransmissores e
neuropeptideos (38,39). Nesse contexto, citocinas sao consideradas importantes mediadores na
comunicagdo entre os sistemas imune e nervoso, podendo levar a alteracdes cerebrais (38,39).
Citocinas podem chegar ao sistema nervoso central (SNC) de diversas maneiras, sendo através de
capilares fenestrados, modulando a permeabilidade da barreira hematoencefalica ou através de
transportadores especificos (40,41). Também sdo capazes de modular o SNC através do estimulo
de neurdnios aferentes periféricos (40). Citocinas podem atuar também na modulacdo do eixo
HPA. Diversas citocinas, como IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y ¢ TNF-a sdo capazes de regular a ativagdo
do eixo HPA (40). O eixo HPA faz parte do sistema neuroenddcrino, que constitui a seguinte
formacdo basica: Hipotalamo - Hipdfise (pituitaria) — Adrenal (42). A hipofise € responsavel pela
secrecdo de diversos hormonios essenciais na regulacdo do organismo, e pode ser dividida em
hipdfise anterior (adeno-hipéfise) e a hipofise posterior (neuro-hipéfise) (42). Seis horménios
principais sdo liberados pela adeno-hipofise, sdo eles hormdnio do crescimento (GH — do inglés
Growth Hormone), adrenocorticotropina (ACTH), horménio estimulante da tireoide (TSH), PRL,

horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH). Enguanto que na neuro-
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hipofise sdo liberados os horménios peptidicos vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) (42). O
controle da secrecdo hormonal é feito pelo hipotadlamo, que recebe sinalizacdo de diversas fontes
do SN, funcionando como um centro de informagdes relacionadas a homeostase (39,42).

Brevemente, a ativacdo do eixo HPA leva a liberagdo do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) no ndcleo paraventricular do hipotalamo (42). O horménios CRH na adeno-
hipofise estimula a producdo de ACTH, que uma vez liberado na circulagcdo pode entdo estimular
0 cortex da glandula adrenal, induzindo a liberacdo de GCs na corrente sanguinea (42). Uma vez
na corrente sanguinea, GCs agem inibindo o eixo HPA, que funciona em feedback negativo
(42,43). Durante uma infec¢do, sdo produzidas citocinas pré-inflamatérias, que quando liberadas
por células imunes podem ativar o eixo HPA independente de ACTH (Figura 1.6)(43).
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Figura 1.6: Ativacao do eixo HPA por citocinas. Diagrama esquematico da interacdo entre 0s
sistemas imune e neuroenddcrino através da modulacdo do eixo HPA por citocinas. Setas solidas
indicam estimulacdo e setas tracejadas indicam inibicdo. Adaptado de (MALEK et al., 2015).

O controle neuroendécrino da funcdo imune inclui diferentes niveis de organizagéo,
incluindo o6rgdos linfoides priméarios, sendo assim € possivel inferir que as interacfes
neuroendocrinas se extendem ao timo (38), uma vez que horménios também sdo essenciais para o
desenvolvimento de células T e na manutencdo do microambiente timico (38). A interacdo
hormonal inclui vias enddcrinas e paracrinas/autocrinas que atuam nas células timicas através de
receptores especificos (34). Um exemplo é a modulacdo de timulina, um horménio timico
produzido por TECs, pelos horménios PRL e GH. Ambos PRL e GH sdo capazes de induzir a
secrecdo de timulina (38). No caso de GH, esse efeito foi observado até mesmo em camundongos

idosos, que naturalmente apresentam baixos niveis de timulina (38,44). Ambos GH e PRL podem
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modular diversas fungdes timicas, como proliferacdo e migracdo de timdcitos e a proliferacdo de
TECs sendo moléculas importantes na manutencdo da homeostasia do microambiente timico
(45,46). Essa modulacdo pode ocorrer devido a expressao de receptores especificos para PRL, GH
e do fator de crescimento semelhante & insulina-1 (IGF-1 — do inglés insulin-like growth factor-1)
(45). De Mello-Coelho e colaboradores (1997) demonstraram que o tratamento de TECs murinas
com PRL, GH e IGF-1 podem induzir a um aumento na adesdo de timdcitos a TECs. O estudo
aponta também para a possivel modulacdo da ECM por GH, uma vez que ao bloquear os
receptores de ECM o fenémeno foi revertido (36). Além do estimulo enddcrino, timécitos e
TECs podem produzir GH e PRL indicando que a modulacdo de processos timicos pode ocorrer
também de maneira autdcrina/parécrina (34).

Outros hormonios, como os do eixo tireotréfico, podem influenciar o desenvolvimento de
timocitos (34). De maneira simplificada, a cascata de ativacdo do eixo tireotréfico inclui a
producdo de horménio liberador do TSH (TRH) no ndcleo paraventricular do hipotalamo, que
estimula a producdo de TSH na adeno-hipofise (42). Uma vez liberado, TSH pode controlar a
secrec¢do tireoidiana dos hormonios tiroxina (T,) e triiodotironina (T3) (42). Descritos como
horménios essenciais na regulacdo do metabolismo enérgico, essas moléculas podem também
influenciar na diferenciacdo de células T (34). Foi demonstrado que T3 pode modular diversos
aspectos da fisiologia timica, uma vez que camundongos tratados com esse hormanio,
apresentaram aumento na celularidade e peso timico, além de um aumento no numero total de
TNC e na expressdo proteica de componentes da ECM (47). Os autores apontaram ainda, de
acordo com o observado in vivo, que o tratamento de TECs com T3 levou a um aumento na
expressdo do receptor de FN, VLA-5, e de laminina (LM), VLA-6, indicando que T3 pode
modular fenbmenos timicos através de moléculas da ECM (47).

Hormdnios sexuais também podem influenciar o desenvolvimento das células T (34).
Durante o envelhecimento, o timo sofre um processo fisiolégico denominado involugdo timica
dependente da idade, uma das principais causas para a diminuicdao da producdo de células T naive
e consequentemente reducdo da imunidade durante o envelhecimento (48). Em humanos, essa
atrofia timica comeca a partir do primeiro dia de vida, com rapido declinio durante a puberdade
(48). Esse declinio, pode ser associado a um aumento nos niveis de horménios sexuais, que podem
agir inibindo fungdes imunoldgicas (9). Foi observado que camundongos castrados apresentam um
atraso no processo de atrofia timica e que a remocdo de esteroides sexuais apds a puberdade levou
a reparacdo da arquitetura timica, com aumento da celularidade e timopoiese em humanos e
camundongos (49). Embora a producdo de esterdides sexuais ndo tenha sido observada no timo,

timocitos e TECs expressam receptores para androgenos e estrogenos (34,50).
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Neuropeptideos secretados pela neurohipo6fise, como OT e AVP também podem afetar o
desenvolvimento de células T. Em culturas de timo fetal, o tratamento com antagonista do
receptor de OT (OTR) induziu a apoptose de células CD8", enquanto que o antagonista do
receptor de AVP (V1bR) inibiu a diferenciacdo de células T, favorecendo o comprometimento
com a linhagem CD8 (34,51).

Diferentes horménios e neuropeptideos circulantes sdo importantes na manuntencdo da
homeostase e podem influenciar a diferenciacdo de células T diretamente ou modulando o
microambiente timico (como resumido na figura 1.7 abaixo). Esse controle apresenta grande
complexidade, com possiveis circuitos bioldgicos intratimicos, envolvendo producdo desses

mediadores e modulag&o celular de forma autdcrina e/ou parécrina (12,34).
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Figura 1.7: Diagrama esquematico de interacGes imuno-neuro-enddcrinas e sua influéncia
no timo. O timo pode ser influenciado por horménios peptidicos e ndo peptidicos. Abreviagdes:
ACTH - horménio adrenocorticoprépico; AVP - arginina vasopressina; CRH - hormdnio liberador
de corticotropina; E, - estradiol; Epi -epinefrina; GC - glicocorticoide; GH - hormdnio do
crescimento; GHRH - horménio liberador de GH; LH - hormdnio luteinizante; OT - ocitocina;
Prog - progesterona; TR -, horménio liberador de tireotropina. Adaptado de (SAVINO et al.,
2016).

1.2.3. Neurotransmissores

Como discutido anteriormente, as interagdes neuro-imuno-endocrinas dependem de

moléculas comuns entre os sistemas. Neurotransmissores e a inervacdo de o6rgdos linfoides
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constituem mais uma possivel via de interagdo (39). Células imunes podem responder a sinais
neuronais, assim como neur6énios podem responder ao estimulo por citocinas e neurotransmissores
derivados da imunidade (52). Um exemplo pode ser observado na expressao de receptores para
neurotransmissores em leucdcitos (53). Foi observada a expressdo de receptores para glutamato,
dopamina (DA), acetilcolina (ACh), receptores adrenérgicos (ARs — do inglés adrenergic
receptors) e outros, sugerindo que essas moléculas teriam um papel fisioldgico na regulacdo da
resposta imune (53,54). Por outro lado, o SNC pode responder a sinalizagdo via citocinas do
sistema imune e também pode produzi-las em condicdes fisiologicas (39). Citocinas como IL-1 e
IL-6 sdo produzidas por células gliais e neurdnios, tendo a capacidade de influenciar plasticidade
sinaptica agindo como mediadores em interacdes entre astrocitos e neurdnios (39).

Interacfes neuro-imunes podem ocorrer no SNC e no sistema nervoso periférico (SNP),
principalmente pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), mas também por nervos sensoriais e
motores (52). O SNA pode ser dividido em sistema nervoso simpatico (SNS), sistema nervoso
parassimpatico (SNPas) e sistema nervoso entérico (SNE) (52).

Com relacdo as posicdes anatbmicas, as fibras simpaticas se originam na medula espinhal
entre 0s segmentos T1 e L2 projetando-se para a cadeia simpatica e depois para tecidos e 0rgéos
(42,55). Os nervos simpaticos sdao compostos por neurdnios pre e pos ganglionares (42). O corpo
celular de neurénios pré-ganglionares simpaticos se localiza no corno intermediolateral da medula,
enquanto o pés-ganglionar se origina nos ganglios da cadeia simpatica ou nos ganglios simpaticos
periféricos (42). Os nervos do SNPas deixam 0 SNC através dos nervos cranianos e pelos nervos
espinhais sacrais. A maioria das fibras nervosas parassimpaticas cursam pelo nervo vago (décimo
par de nervos cranianos), portanto por muitas vezes o SNPas é tratado como nervo vago (42).
Assim como o observado no SNS, o SNPas possui neurdnios pré e pos-ganglionares, com a
diferenca de que as fibras parassimpaticas passam ineterruptamente até o 6rgédo que sera inervado,
onde na parede do 6rgdo estardo os neurbénios pos ganglionares (42,52). O SNE € inerente a parede
do trato gastrointestinal e funciona associado ao SNPas e SNS no controle da digestdo (52,55).

A neurotransmissdo na fenda sinaptica entre neurbnios pré e pos-ganglionares e entre
neurdnios pos-gaglionares e drgédos efetores é mediada quimicamente (42). Os neurotransmissores
autbnomos dominantes sdo ACh e noradrenalina (NA) (55). As estruturas moleculares de ACh e

NA podem ser observadas abaixo (Figura 1.8)
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Figura 1.8: estrutura molecular de acetilcolina e noradrenalina. (Obtido de Guyton e Hall
2006).

O SNA participa da regulacdo homeostatica e responde a sinais de estresse agudo ou
crénico (42,56). O SNS em especial, tem um papel importante na modula¢do do sistema imune
(56). Fibras simpaticas pds-ganglionares inervam 6rgédos do sistema imune, por outro lado, ainda
faltam evidéncias que confirmem uma inervacdo parassimpatica direta (54,56). Porém, a
sinalizacdo atraves de nervos aferentes vagais é de extrema importancia, uma vez que sinalizam
para regides no SNC que controlam o fluxo de saida simpatico para 6rgaos imunes (57). Para
mais, nervos simpaticos pré-ganglionares suprem a medula adrenal, que secreta as catecolaminas
NA e adrenalina na circulacdo, de forma que o SNS possa ter efeito localizado (inervando 6rgaos
imunes) e sistémico (via circulagdo) na imunidade (Figura 1.10) (56). Células imunes respondem a
sinalizag@o noradrenérgica principalmente via receptores a ¢ -ARs (42,54,56) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Diagrama esquematico do cross-talk entre o sistema nervoso simpatico (SNS) e o
sistema imune. O cérebro responde a informagGes sensoariais da periferia, incluindo aquelas
mediadas por citocinas circulantes e por neurdnios sensoriais. Apos a chegada das informacdes
por diferentes vias, o sistema vai buscar regulacdo, alterando o disparo dos neurdnios pré-
ganglionares regulando o ténus do SNS nos 6rgdos-algo, incluindo 6rgéos linfoides. Os axdnios
de neurdnios simpéticos pré-ganglionares chegam aos neurénios pds-ganglionares e aos células
cromafins na medula adrenal. Em seguida, 0s axénios de neurdnios pés-ganglionares chegam aos
6rgdos e tecidos linfoides liberando noradrenalina (NA). As células cromafins da medula adrenal
recebem apenas neurdnios simpatico pré-ganglionares e liberaram predominantemente adrenalina
e em menor grau NA na circulacdo (liberagdo hormonal). Essas catecolaminas interagem com
receptores adrenérgicos (ARS) expressos em células imunes, consequentemente ativando vias de
sinalizacdo que podem alterar funcdes celulares. As células imunes expressam predominantemente
B2-ARs (laranja) e de a;-AR (preto). MALT: tecido linfoide associado a mucosa (do inglés
mucosa-associated lymphoid tissue — MALT). Adaptado de (BELLINGER; LORTON, 2014).

A sintese de ACh é classicamente descrita nas terminacfes nervosas. Brevemente, colina
disponivel no plasma é transportada do espacgo extracelular via transportador de colina dependente
de sédio (Na") (55). Esta sintese depende de apenas uma reagdo enzimatica, na qual colina acetil
transferase (ChAT) cataliza a acetilagdo de colina com acetil coenzima a (Acetil-CoA) (42,55). A
ACh sintetizada € entdo transportada do citosol para vesiculas sinapticas pelo transportador
vesicular de ACh (VAChT) e armazenada. Para entdo, ser liberada na fenda sinaptica por
exocitose, mediada pelo aumento intraceclular de calcio livre ([Ca®*];) (55). Ap6s sua liberacéo,
ACh pode se ligar aos receptores colinérgicos e serd hidrolisada rapidamente pela enzima
acetilcolinesterase (AchE) em colina e acetato (55,58).

ACh liberada pode se ligar aos seus receptores, subdivididos em receptores muscarinicos
(mAChRs), e nicotinicos (NAChRs) (42,55). Os mAChRs fazem parte do grupo de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs) e podem ser subdivididos em 5 subtipos, classificados em M1-
M5 (41,58). Apesar de todos serem GPCRs o tipo de proteina G acoplada varia entre os
receptores. M1, M3 e M5 séo acoplados a proteina Gq, que leva a ativacdo de fosfolipase C, a
producgo de diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5 — trifosfato (IP3), aumento de Ca”" intracelular e
ativacdo da proteina cinase C (PKC) (55). Enquanto os receptores M2 e M4 sdo acoplados a
proteina G; também chamada de inibitoria, pois inibe adenilato ciclase e induz reducédo nos niveis
de adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) (55). A outra classe de receptores colinérgicos sdo
0s NAChRs, que fazem parte do grupo de receptores ionotrépicos que, quando ativados, adquirem
a conformacdo de canal aberto permeavel aos ions Na+ e K+ (55). A estrutura de nAChRs é
formada por 5 subunidades diferentes de receptores a, B, v, 9, € € que formam um pentdmero, na
qual nessa conformacdo sempre ha uma copia da subunidade a (55). Dentro do grupo de nAChRs
ainda é possivel observar outra subdivisdo baseada em sua posi¢do anatdmica mais comum (55).
No musculo esquelético, os receptores contém 4 subunidades distintas no complexo pentamérico

(a1)2B1yd durante o desenvolvimento embrionario ou (a1)2B1ed na vida adulta, equanto que no
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SNC sao observados pentdmeros formados por unidades a e/ou B, que incluem as unidades 02-7 e
[2-4. Contudo, as subunidas a7, a8 e a9 podem formar homo-oligdmeros formados por apenas um
tipo de subunidade (55,59,60).

A literatura aponta que varios componentes do sistema colinérgico (ACh, ChAt, mAChRs
e NAChRs) podem ser expressos em tecidos e 6rgdos ndo-neuronais, incluindo células T, epitélio
de mucosas, células epiteliais do sistema gastrointestinal, respiratério e urogenital, células
endoteliais e em células do timo (58,59). Sua ampla distribuicdo entre diferentes 6rgaos e tecidos
sugere que ACh é uma molécula de sinalizacdo capaz de regular diversas funcdes celulares (59).
Rinner e colaboradores (1998) identificaram a presenca de ACh em células T do timo, do baco e
do sangue periférico de ratos Sprague-Dawley através de determinagdo imunorradiométrica (61).
Os autores também reportaram que células SP CD4 esplénicas apresentam maiores niveis de ACh
quando comparadas a células SP CD8 (61). Esses dados indicam que células imunes podem
sintetizar ACh (61). Ademais, foi detectada a presenca de ACh em células T humanas de linhagem
(62).

Além de ACh, outros componentes colinérgicos foram detectados em células imunes.
Kawashima e colaboradores (2007) demonstraram que células mononucleares (MNLs), DCs e
macrofagos de camundongos C57BL/6 expressam RNA mensageiro (RNAm) para todos os 5
tipos de mAChRs e para as subunidades de nAChRs a2, a5, a6, a7, al0 e f2 (63). Além disso 0s
autores reportaram também a expressdo de AChE nos mesmos conjuntos celulares testados
anteriormente e a expressdo de ChAT em MNLs e DCs ap6s o estimulo com concanavalina A
(ConA) e lipopolissacarideo (LPS) (63). Esses dados indicam que células imunes podem sintetizar
ACh e responder ao estimulo colinérgico através de mMAChRs e nAChRs (63). Semelhante com o
observado para MNLs e DCs, foi observado que a ativacdo de células T leva ao aumento na
expressdo de RNAm para ChAT além de aumentar os niveis intracelulares de ACh (64). O mesmo
parece ocorrer para células B, uma vez que sua ativagdo por LPS aumenta a producdo de ACh em
células B foliculares esplénicas de camundongos (64). Em conjunto, esses dados sugerem que
ACh pode modular a resposta imune via ativacdo celular e sintese de Ach por células imunes
(64,65).

Receptores muscarinicos estdo envolvidos na regulacdo da imunidade via influxo de
calcio intracelular (64,65). Agonistas ndo seletivos de mAChR, como ACh e oxotremorina (Oxo-
M) induzem um aumento de calcio intracelular, sequida de oscilagbes nos niveis em linhagens
humanas de células T e B (CEM e Daudi) e aumento na expressao do fator de transricdo c-fos
(66). Esses efeitos sdo dependentes de mAChRs, uma vez que foram revertidos apds o tratamento
com atropina, um agonista ndo seletivo de mAChRs (66). Esses dados indicam que ativacdo de

MAChRs desencadeia sinalizacdo nuclear, provavelmente levando a alteragdes celulares (65,66).
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Além disso, a apresentacdo de antigenos entre células TCD4" e células apresentadora de antigeno
induz um aumento tanto do RNAm de ChAT quanto da sua atividade, aumentanto também a
concentragdo de ACh, AChE e do mAChR M5 (64). Por outro lado, a ativacdo do receptor
nicotinico a7 diminui a sintese e liberacdo de fator de necrose tumoral oo (TNF-a) em macrofagos
ativados com LPS, sugerindo que o receptor a7 seria essencial no controle da inflamagao (67). De
acordo com esses dados, foi observado que em camundongos knockout para a7, ha um aumento na
liberacdo de citocinas inflamatdrias (TNF-a, IFN-y e IL-6) por células esplénicas apds a ativacdo
com ovoalmbumina (OVA), quando comparadas com os controles wild type (WT) (68). Sugerindo
que a7 nNAChRs estdo de fato envolvidos na regulacdo de citocinas pro-inflamatérias (64,67,68).

A partir dessas informacdes, é possivel concluir que o sistema colinérgico pode modular
0 sistema imune (64,65,66). Porém, essa regulacdo parece ocorrer de forma autdcrina/paracrina,
uma vez que nao existem evidéncias concretas que suportem a hipdtese de uma inervacdo
colinérgica direta (56). No comeco dos anos 2000, Tracey e coloraboradores cunharam o termo
“reflexo anti-inflamatério colinérgico”, baseado em trabalhos do grupo e na literatura onde
propuseram que o estimulo colinérgico vagal seria capaz de controlar a inflamagéo via supressédo
da producdo de citocinas inflamtorias. Essa supressdo seria modulada pela ativagao do nAChR a7
(57,67,69). Esse reflexo anti-inflamatorio, seria definido de forma que o brago aferente
corresponderia as citocinas inflamatorias secretadas por células ativadas da imunidade inata e em
resposta, o braco eferente seria ativacao colinérgica que agiria induzindo a supresséo de citocinas
(57). O baco foi entdo proposto como 6rgdo alvo da inervacdo vagal, uma vez que foi
demonstrado que a estimulo do nervo vago deixou de ser capaz de inibir a producdo de TNF-o em
animais que sofreram esplenectomia durante endotoxemia letal (57,70). Contudo, 0 nervo
esplénico compreende fibras simpaticas, sugerindo um input adrenérgico ao inves de colinérgico
na supressao de citocinas pro-inflmatérias em macréfagos esplénicos (52,57). Em decorréncia
desse fato, uma nova teoria foi proposta, que nervos eferentes vagais inervariam neur6énios pos-

ganglionares simpaticos que chegam até o baco (56,71) (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Representacdo esquematica do reflexo anti-inflamatorio. A)Modelo inicial do
reflexo colinérgico anti-inflamatério proposto por Kevin Tracey. Citocinas pro-inflamatdrias
(circulos vermelhos) liberadas por células da imunidade inata ativam nervos vagos aferentes. Essa
ativacdo é feita de maneira reflexa nos corpos celulares de nervos vagos eferentes, que uma vez
ativados suprimem a inflamacéo através do estimulo colinérgico por acetilcolina (Ach) (circulos
azuis) . B) Modelo revisado apos falta de evidéncias anatbmicas para comprovar o modelo
proposto inicialmente. O ramo parassimpatico (vagal) ativa 0os nervos simpaticos esplénicos,
induzindo a liberacdo de noradrenalina (NA) (circulos roxos). Essa ativacdo resulta no
recrutamento de células T produtoras de ACh modulando a inflamag&o. Adaptado de (DANTZER,
2018).

Bratton e colaboradores (2012) investigaram a possibilidade de interacdo entre nervo
vago pré-ganglionar e nervos simpaticos pés-ganglionares atraves de métodos de rastreamento em
ratos Sprague—Dawley, porém ndo foi observada uma conex@o anatomica (72). Alem disso, 0s
experimentos eletrofisioldgicos ndo apresentaram efeito da estimulacao vagal sobre a atividade do
nervo esplénico, possibilitando a conclusdo de que neurénios eferentes vagais do rato ndo fazem
sinapse com 0s neurdnios simpaticos esplénicos (56,72). Vida e colaboradores (2011a)
demonstraram que o estimulo do nervo esplénico era capaz de induzir a diminui¢do plasmatica nos
niveis de TNF-a induzido por LPS em animais knockout para a subunidade a7, mimentizando o
efeito observado em animais WT apds o estimulo do nervo vago (73). Sugerindo que a presenca
de a7 e o estimulo do nervo vago ndo sdo um requerimento para o potencial anti-inflamatério
(56,73). Além disso, o grupo descreveu também que os efeitos anti-inflamatorios mediados por
NA os efeitos anti-inflamatorios mediados por NA seriam dependentes de R2-AR, uma vez que
ndo foi possivel observar uma diminuicdo de TNF ap6s o estimulo com LPS em células de
animais knockout para 32 (74). Esses dados, demonstram a importancia de aferentes vagais e
eferentes simpaticos esplénicos na regulacdo da imunidade (73,74). Entretanto ndo existem
evidéncias anatdmicas que comprovem um link direto entre efeitos anti-inflamtérios resultantes do

estimulo vagal, o SNS e 0 baco (56).
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O principal neurotransmissor liberado por nervos simpatico é a NA (54,56). A sintese de
NA ¢ classicamente descrita no SNC e é impossivel descrever sua sintese isolando-a das outras
catecolaminas, adrenalina e DA (55). Tirosina é transportada para o citoplasma por
transportadores especificos e uma vez no citopasma, sofre hidroxilagdo pela enzima tirosina
hidroxilase (TH), sendo convertida para 3,4-di-hidroxi-I-fenilalanina (DOPA), esse processo €
considerado uma etapa limitante na sintese de catecolaminas (42,55). DOPA é entdo convertida a
DA por um processo de descarboxilacdo (42,55). DA é entdo transportada para vesiculas
sindpticas onde é entdo convertida em NA pela enzima dopamina B-hidroxilase (DBH) (42,55).
Células cromafins na medula adrenal e neurbnios no tronco cerebral contém a enzima
citoplasmatica feniletanolamina-N-metiltransferase (PNMT), que converte NA em adrenalina
(Figura 1.11) (55).

Tirosina

Hidroxilagdo
v

DOPA

Descarboxilagao

v

Dopamina

Transporte de dopamina
para vesiculas

Noradrenalina

Metilagao

v
Adrenalina

Figura 1.11: Esquema mostrando a biossintese de noradrenalina e adrenalina. (Adaptado de
Guyton e Hall 2006).

Em resposta ao potencial de acdo que chega a terminacGes nervosas, ha um influxo de
Ca”* que induz a fusdo de vesiculas a membrana e consequentemente a liberacdo de NA e outras
catecolaminas, juntamente de ATP, neuropeptideo Y e outros peptideos (55,57,75). Uma vez
liberada, NA pode interagir com seus receptores, classificados em o ¢ - AR (adrenoceptores), que
sd0 GPCRs (55). Esse receptores podem ainda ser subdivididos em 9 subtipos: aia, tus, 01p, 02A,
a2, ooc € B1, P2, B3 que podem variar em termos do tipo da proteina G ativada apos a ligacdo de um
agonista, como por exemplo receptores o; S840 acoplado a proteina Gq enquanto o, a proteina G;
inibitdria (55). Os receptores P sdo acoplados a proteina Gs que leva a ativagdo da adenilato
ciclase e aumento dos niveis intracelulares de AMPc (55).

Fibras nervosas noradrenérgicas inervam a vasculatura e o parénquima de Orgaos
linfoides primarios e secundarios, incluindo medula 6ssea, timo, baco, linfonodos (LNSs) e tecidos

linfoides associados a mucosas (MALT) (56). Apesar de NA ser o principal neurotransmissor
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envolvido na regulacdo da imunidade, fibras noradrenérgicas contém diversos neuropeptideos,
incluindo peptideo intestinal vasoativo (VIP), neuropeptideo Y, substancia P, Met-encefalina e
neurotensina, que podem ndo apresentar co-localizagdo com a NA (56,57). Fibras nervosas
simpaéticas estdo posicionadas em proximidade com diversas células imunes, incluindo células T e
B, DCs, eosindfilos, mastécitos (MCs), timécitos, TECs, células tronco hematopoiéticas, entre
outras, formando as chamadas “jun¢des neuroefetoras” (56,57). Jungdes neuroefetoras séo
caracterizadas por nervos varicosos que liberam neurotransmissores. Esse terminais sdo chamados
de “’boutons en passage” ou “boutons” passantes, liberando neurotransmissores e neuropeptideos

que se ligam a receptores especificos expressos em células alvos (56) (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Diagrama esquematico de “bouton” passante simpatico e sua intera¢io com
uma célula alvo efetora. NA é sintetizada a partir do precursor tirosina. A tirosina é
convertida em L-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) pela enzima tirosina hidroxilase (TH). L-
DOPA é descarboxilado por L-DOPA descarboxilase para formar dopamina (DA). A DA entra na
vesicula sinaptica onde € hidroxilado pela dopamina-hidroxilase (DBH) para formar NA. O NA
colocaliza-se com muitos outros neuromediadores / neuromoduladores, incluindo DA (circulos
pretos), neuropeptideo Y (NPY, circulos verdes), ADP e ATP (circulos cor de rosa) e adenosina
(circulos laranja). Na juncao neuroefetora esses mediadores, em conjunto com NA, séo liberados
dos boutons estimulados. Eles sdo difundidos através do espaco extracelular e se ligam a
receptores especificos (codificados por cores para combinar com 0 neurotransmissor) expressos na
superficie celular das células alvo. A ligacdo do receptor afeta os canais idnicos e/ou ativa cascatas
de sinalizacdo intracelular para alterar as funcdes celulares nas células alvo. Adaptado de
Bellinger, Nance & Lorton 2014.

Devido as caracteristicas da transmissdo, ndo existem barreiras fisicas, portanto a NA
liberada é difundida pelo parénquima estabelecendo um gradiente de concentragéo a partir do local
de liberacdo (54,56). Essa liberacdo paracrina sugere a possibilidade de padrbes geograficamente

especificos de ativacdo que pode ser relevante em termos funcionais, uma vez que os efeitos das
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catecolaminas podem ser determinados pela concentragdo de NA disponivel no local, por
exemplo, excitatdrio em baixas concentracdes e inibitdrio em concentracdes elevadas (56,76).
Como discutido anteriormente, 3,-ARS s80 0s receptores adrenérgicos mais comumente
expressos em células imunes (76). A ativacdo de PB,-ARs pode modular diversos efeitos
dependendo da célula imune ativada. Foi descrito que o estimulo do receptor B induz a secrecéo
de IFN-y e a diferenciacdo de células T CD4 naive em células T efetoras com perfil Thl (do inglés
- T cell helper 1) (56,77). Por outro lado, adicionar agonistas de B,-AR as células que ja
apresentam um perfil Thl, induz a supressdo de IFN-y (56). Células da imunidade inata também
expressam a e B-ARs e apresentam padrdes de resposta geralmente opostos, ou seja, a ativacdo de
ay € oposta aquela de B, (56,57). De maneira geral, a ativagdo de B, leva a supressao de citocinas
pré-inflamatorias enquanto a ativacdo de o, ou o, leva a um aumento na producdo de citoninas proé-
inflmatoérias (56,57). Portanto, um equilibrio na ativacdo entre receptores adrenérgicos pode

explicar os efeitos diferenciais da ativagdo simpatica em fungdes imunes (57).

1.3.  Inervagdo de orgaos linfoides

Como descrito anteriormente, a inervacdo de 6rgéos linfoides por fibras do SNA pode
modular a resposta imune. Todos o0s 0rgaos e estruturas linfoides secundarios (baco, linfonodos,
tecidos linfoides associados as mucosas) e primarios (medula Gssea e timo) recebem inervacéo
simpatica (56). Geralmente, as fibras nervosas chegam até os 6rgdos imunes alvos através da

vasculatura e se associam ao tecido conectivo (52,55).

1.3.1. Inervacéo do timo

A presenca de catecolaminas no timo de mamiferos foi descrita pela primeira vez em
1974. Foram localizadas catecolaminas no timo de gatos e camundongos, majoritariamente em
fibras nervosas acompanhando vasos sanguineos e inervando diretamente o parénquima (52,56).
As fibras noradrenérgicas penetram o timo pela capsula e por septos interlobulares na forma de
plexos nervosos densos (54). As fibras noradrenérgicas sdo predominantemente encontradas no
cértex, com uma densidade um pouco maior perto da juncao corticomedular, uma regido essencial
tanto para a entrada de células progenitoras como para a saida de células T maduras (54). Fibras
simpéticas também sdo encontradas adjacentes a TEC no coOrtex e mais raramente na medula
(54,56). A posicdo das fibras nervosas sugere um importante papel na modulacdo de diversos
processos chave na diferenciacdo de timécitos, como entrada de células progenitoras, proliferacao
e maturacdo de timocitos, rearranjo de TCR e selecdo positiva e negativa (56). Apesar desses
dados, foi demonstrado que camundongos deficientes de DBH, a enzima que converte DA em
NA, ndo apresentam defeitos intrinsecos no desenvolvimento da imunidade (78), por outro lado,

esses camundongos knockout para DBH (DBH™) mantidos em condicoes normais de biotério
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apresentaram altos indices de mortalidade, sugerindo que a neurotransmissgcao simpatica
prejudicada pode levar a uma resposta imune ineficaz (78).

A liberagdo de NA no timo é modulada por receptores pré-sinapticos. Os terminais
axonais noradrenérgicos do timo expressam o0s receptores pré-sinapticos adrenérgicos s,
MAChRs e nAChRs, receptores purinérgicos e receptores para prosteoglandina (79). Através
desses receptores, NA oriunda do SNC pode ser modulada por ligantes enddgenos. Como
demonstrado por Hasko6 e colaboradores (1995), o uso de um antagonista especifico para o,-AR,
induziu um aumento na liberacdo de NA no timo da ratos, sugerindo que sua liberagdo no timo
esta sob controle inibitorio tdnico exercido pela NA liberada endogenamente (79).

Como discutido em outras secdes, células T maduras podem sintetizar catecolaminas.
Leposavi¢ e colaboradores (2007) demonstraram que timocitos também parecem ter essa
capacidade, uma vez que expressam a enzima TH. Além disso, foram detectados niveis de NA em
timdcitos, cerca de 15 pg/10° células de ratos machos adultos e niveis timicos de NA, cerca de 20
ng/por grama de tecido timico (80). Ademais, os niveis de catecolaminas em timocitos séo
diferentes entre ratos machos e fémeas. Foi observado que a densidade de células sintetizadoras de
catecolaminas foi maior nos ratos machos do que nas fémeas, isso pode ser observado nos niveis
de NA e DA e também na expressdao de TH, sugerindo que horménios sexuais podem influenciar
na concentracdo de NA em timocitos (81). Consistente com esses dados, Leposavi¢ e
colaboradores (2007) também demonstraram que a castracdo no periodo pds-natal inicial diminui
0s niveis de NA derivada do input neuronal e sintetizada por timocitos em ratos adultos,
diminuindo ainda o ajuste fino mediado por -AR na diferenciagdo/maturacdo das células T (80).
Ademais, niveis detectaveis de NA foram observados em outros modelos, como células de
linhagens e hibridomas, apesar de menores do que os observados em células isoladas de animais,
sugerindo que de fato pode haver sintese de catecolaminas (82). Além disso, foi observada co-
localizagdo na marcacdo de TH e citoqueratina, sugerindo que TECs também podem expressar
essa enzima (82). Um fendmeno semelhante foi observado em células CD68”, macréfagos, no
coértex e na JCM timica, sugerindo que catecolaminas também podem ser sintetizadas por

macrofagos timicos (82) (figura 1.13).
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Figura 1.13: Vias catecolaminérgicas no timo. Diagrama esquematico mostrando as duas vias
catecolaminérgicas presentes no timo, que constituem a liberagdo de NA (circulos pretos) por
fibras nervosas simpaticas e a producéo de catecolaminas por celulas linfoides e ndo linfoides. As
fibras noradrenérgicas pos-ganglionares entram no timo juntamente com 0s vasos sanguineos na
JCM ou penetram diretamente na capsula. Essas fibras formam plexos ricos em varicosidades, na
capsula e nos septos, bem como nos subcompartimentos subcapsular e na regido cortico-medular.
Fibras individuais raras dos plexos subcapsular e cortico-medular ramificam-se e se estendem para
0 parénquima cortical e medular, terminando nas proximidades das células linfoides e ndo-
linfoides do timo e formando uma rede nervosa catecolaminérgica timica. As catecolaminas
influenciam a timopoiese, podendo atuar diretamente sobre os timécitos ou indiretamente sobre
outras células do microambiente timico, como TECs e macrofagos que expressem receptores o ¢ 3
adrenérgicos. Células amarelas: TECs corticais; Células verdes: TECs medulares; Células roxas:
timocitos; Células azuis: macrofagos; Células vermelhas: DCs. Adaptado de (LEPOSAVIC et al.,
2008; SAVINO et al., 2015).

Uma vez liberada, NA vai interagir com receptores adrenérgicos expressos em céelulas no
timo (52). Singh e Owen (1976) demonstraram através do metodo de radioimunoensaio a presenca
de sitios de ligagdo de B-AR em timocitos de camundongos adultos e no timo fetal (83). Ademais,
observaram também uma diferenca nos niveis de AMPc de timdcitos fetais e adultos apos a
estimulagdo com isoproterenol (agonista de B-AR), onde timdcitos fetais apresentaram um
aumento de AMPc de maior magnitude do que o observado em células de camundongos adultos,
indicando que receptores B-AR podem estar relacionados com a maturacdo celular (83). Alem
disso, foi detectada a presenca majoritaria de B, em células timicas de ratos e uma presenga menor
de By (84). E importante ressaltar que a expressdo de p-AR parece variar conforme a maturagio
celular, foi demonstrado que em camundongos, timocitos imaturos expressam um ndmero menor
de B-AR do que timécitos maduros (85). Além disso, Marchetti e colaboradores (1994)

demonstraram que a expressao de B, no timo é controlada também por horménios sexuais (84). Foi
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observado um aumento de B, durante o proestro (fase que antecede o estro, caracterizada pela
presenca de células epiteliais no esfregaco vaginal), durante a gravidez e uma diminuicdo em
animais que sofreram ovariectomia, indicando que hormdnios sexuais modulam a expressao de B,
no timo (84). Foi relatada a presenga majoritaria de 3, na medula timica de ratos (84) mas também
uma presenca de células imunorreativas para B,-AR, principalmente no cortex timico de rato, nas
regides subcapsular/subtrabecular e na juncdo cortico-medular (82),sendo necessaria maior
investigagdo e aplicacdo de diferentes técnicas para que seja confirmada sua localizagdo no timo.
Com relagdo a expressdo de B-AR em TECs, Kurz e colaboradores (1997) demonstraram que
TECs de ratos Wistar em cultura expressam -AR funcionais, mais especificamente, 1 e 2 -AR
(86). Consistente com esses dados, foi demonstrado também por imunocitoquimica a presenca de
2 em TECs de ratos, mais especificamente localizadas na JCM (82).

Receptores a-AR também sdo expressos no timo (54,82). Os trés subtipos de a;-AR, 04,
a1, azp, foram observados no timo humano (87), porém néao ¢ observada a expressdao de a;-AR em
células mononuclares do sangue periférico (PBMCs), sugerindo que a expressdo desses receptores
é regulada durante o desenvolvimento de células T (54,82,87). Pesi¢ e colaboradores (2009)
demonstraram a presenga de a;-AR no cortex timico timo de ratos Wistar machos (88). Os autores
descrevem ainda, que a maioria das células apresentavam um fenotipo de célula ndo linfoide,
confirmado como TEC pela dupla marcacdo com pan-citoqueratina, presentes principalmente no
cortex subcapsular/subtrabecular e na JCM (88). Atraves da andlise citofluorométrica, foi
detectada a expressdo de a;-AR em timocitos de diferentes subpopulacbes principalmente em
timdcitos com o fenétipo CD3™ e em células maduras, CD3'" e CD3"%" (88). Por fim, evidéncias
farmacologicas indicam a presenca de o,-AR em timdcitos de ratos (54).

Com relagdo aos efeitos do estimulo de ARs em timdcitos, pode-se observar que
timocitos obtidos de ratos tratados com bloqueador de 3, apresentaram aumento na sensibilidade a
apoptose em cultura quando comparadas ao controle (89). Além disso, estudos mostraram que
adrenalina e NA inibem a proliferacdo induzida por ConA de timocitos murinos in vivo (82).
Ademais, Del Rey e colaboradores (2003) demonstraram que NA induz a apoptose de timdcitos de
camundongo in vitro e esse efeito € mediado por B, (90). O estimulo do receptor B, parece
influenciar negativamente a selecdo positiva e negativa (56,82). A ativagdo da via f,-AR-AMPc-
PKA induz a supressdo da expressdo de CD90 (Thy-1) (56). Consistente com esses resultados, o
bloqueio de longo prazo do receptor B, pela administracdo de propranolol induz aumento na
exprssao de Thy-1 e alteracGes nos subsets de timdcitos (52,89). A molécula Thy-1 é expressa na
superficie de timdcitos imaturos (DP) e parece exercer um papel importante na regulacdo do TCR,

e

uma vez que timdcitos de camundongos knockout para Thy-1 (Thy-1"") demonstraram alterac6es
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nos processos de maturacdo, especialmente de células de DP para SP, devido a sele¢cdo negativa
prejudicada, indicando que Thy-1 regula TCR negativamente (91).

Os efeitos observados pelo estimulo de B, podem ser também efeitos indiretos, uma vez
que TECs também expressam esses receptores (54,56). A ativacdo de TECs com LPS somada ao
estimulo com agonistas do receptor B-AR induziu um aumento na liberacdo de TNF— a ¢ IL-6,
sugerindo um efeito sinérgico na liberacéo de citocinas (92) (figura 1.14). Os efeitos mediados por
a-AR afetam principalmente o rearranjo do TCRp, aumentando a frequéncia de células DP TCRaf3
sem afetar a frequéncia de células DN TCR . Na medula, estimulo de a-AR aumenta a
porcentagem de timécitos SP CD8, diminui SP CD4 e Treg (56). Leposavi¢ e colaboradores
(2010) demonstraram que a administragdo do bloqueador de a4 por longo prazo em ratos induz
alteracbes nas subpopulagbes de timdcitos. O tratamento com urapidil (antagonista de ;)
aumentou a frequéncia de células DP e SP CD4 e diminui a porcentagem de células CD8 (93).

Além disso, a ativagao de a-AR suprime a proliferacdo de timocitos (56).
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Figura 1.14: Influéncia de receptores o e B-AR nos estagios de diferenciacdo de timocitos de
ratos. A ativacio de a1-AR reduz o nimero de células DN e aumentam o de células DP. E
possivel que a sinaliza¢ao via B-AR possa modular os processos de selecdo, reduzindo a selecao
positiva e/ou aumentando a negativa, e detenha a diferenciacdo de timécitos DP em SP. Células
amarelas: TECs corticais; Células verdes: TECs medulares; Células roxas: timocitos; Células
azuis: macrofagos; Células vermelhas: DCs. Reducdo = - e aumento= + Adaptado de
(LEPOSAVIC et al., 2008; SAVINO et al., 2015)

Cortex

Efeitos
mediados
por o;—AR

Medula

Com relacdo ao SNPas, dados que confirmem uma inervacdo colinérgica sao um ponto de
controvérsia na literatura. Inicialmente, a inervacdo parassimpatica foi descrita como fibras
nervosas que chegavam até o timo através da vasculatura, como o descrito para as fibras
simpaticas. Essas fibras foram marcadas como AChE® e ChAT" determinando a presenca da

inervacdo colinérgica (94). Trabalhos posteriores identificaram que a presenca de fibras AChE”
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eram, na verdade, associadas a fibras simpéticas, uma vez que o corte do nervo vago cervical ndo
alterou a presenca de fibras AChE" no timo (95,96). A transmissdo neuronal no timo ndo acontece
por meio de sinapses, mas sim pela liberagdo de neurotransmissores por fibras nervosas que
chegam pela vasculatura (76, 96). ACh é uma molécula altamente instavel e suscetivel a hidrolise
por AChE, portanto parece pouco provavel que ACh liberada por terminacBes nervosas
colinérgicas consiga interagir com receptores colinérgicos expressos em células timicas (58). Mais
estudos sobre a inervacdo colinérgica timica precisam ser realizados, porém mesmo sem uma
inervacao direta células timicas sdo capazes de sintetizar ACh e expressam diversos componentes
do sistema colinérgico, sugerindo a presenca de um sistema colinérgico ndo-neuronal (58,59).

ACh ¢ sintetizada por células no timo (97). Panneck e colaboradores (2014) observaram
que a expressao de ChAT parece ser exclusiva em TECs, uma vez que ndo houve co-localizagéo
de marcacéo para células CD3" no timo de camundongos (98). Essas TECs sd0 majoritariamente
localizadas na medula e apresentam caracteristicas especificas, denominadas ceélulas
qguimiosensensoriais, que expressam, além de marcadores epiteliais, proteinas tipicamente
encontradas em células gustativas (98).

Timoécitos e células ndo-linfoides expressam diversos receptores muscarinicos e
nicotinicos (58). Mihovilovic e colaboradores (2001) descreveram que TECs da linhagem humana
TE750 expressam genes para as subunidades de receptores nicotinicos a3, o5 e 4 e que 0
estimulo dessas células por agonistas de receptores nicotinicos leva a diminuicdo da aderéncia
celular e diminuicdo de expansdo da cultura (99). Todos os timocitos humanos expressam as
subunidades de receptores nicotinicos chamados neuronais a2—a7, a9, al0, B2, B4. Além disso, as
subunidades consideradas musculares al, Bl ¢ € foram observadas em TECs (100). Com relacdo
aos mAChRs, diversos estudos realizados através do método de radioimunoensaio apontaram para
a capacidade de radioligantes especificos para mAChRs se ligarem a timécitos, sugerindo que
esses receptores seriam essenciais na saida de timdcitos do timo (59). Rinner e colaboradores
(1999) demonstraram que a administracdo de atropina em ratos Sprague-Dawley por 7 dias
induziu um aumento na porcentagem de células apoptoticas no timo (97). Os autores relataram
também que o estimulo de timocitos com o mitogeno fitohemaglutinina (PHA) levou a um
aumento na secrecdo de ACh no sobrenandante de cultura primarias de timocitos (97). Além disso,
foi observado que o tratamento de timocitos com ACh nédo induziu a morte celular, porém quando
essas células foram co-cultivas com linhagens murinas de TECs, p6de-se observar um efeito proé-
apotdtico e esse efeito parace ser mediado por receptores nicotinicos em TECs (97).

Apesar dos dados sobre os possiveis papéis desempenhados por neurotransmissores na
modulacdo da resposta imune e desenvolvimento das células T, ainda ha muito a ser discutido.

Tendo em vista a influéncia da estimulacao de receptores adrenérgicos na diferenciagdo de células
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T, nos parece possivel que NA e seus receptores possam influenciar em outros aspectos da
diferenciacdo. Foi demonstrado que NA pode exercer uma atividade quimiotatica e quimiocinética
em DC imaturas através do receptor a;, influénciando a saida dessas células para a linfa (101).
Timocitos imaturos também expressam a3-AR e sua estimulacdo promove alteracbes na
diferenciacdo celular, portanto é possivel hipotetizar que NA também poderia modular a migracao
de timdcitos no timo (82). Além da migracdo, dados avaliando o efeito de NA na adesdo de
timécitos a TECs sdo altamente escassos e tendo em vista os diferentes efeitos de NA no timo, o
fato de que TECs e timdcitos podem sintetizar NA e expressam 0s mesmos receptores (82) é
possivel hipotetizar também que NA poderia infuenciar na interacdo célula-célula intratimica.
Com relacdo aos efeitos de ACh, muito trabalhos descrevem o efeito colinérgico no
sistema imune, principalmente pela ativagdo de a7-nAChR e seu papel na modulagdo da
inflamacgdo (64,65). Porém os efeitos de ACh no timo ainda sdo pouco discutidos, apesar da
descrigéo da presenca de mAChRs e nAChRs. Rinner e colaboradores (1999) descrevem que ACh
pode ser uma mdlecula chave na interacdo entre TECs e timdcitos (97), além disso outros
trabalhos apontam para o papel de ACh na saida de timdcitos do timo (99). Portanto, € possivel
que ACh possa modular a diferenciacdo de células T no timo, porém mais dados avaliando
parametros de morte, proliferacdo, migracdo e adesdo de timécitos a TECs precisam ser gerados
para responder a essa hipdtese. Assim, o desenvolvimento de um projeto que avalie a acdo de

neurotransmissores sobre o timo pode fornecer novos dados relevantes.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi determinar o papel funcional de andlogos a Ach e NA
sobre os componentes linfoide e microambiental do timo, além de as interacfes entre células

epiteliais e timdcitos.

2.2.  Objetivos Especificos

e Analisar a expressdo intratimica dos receptores dos neurotransmissores noradrenalina (NA)
e acetilcolina (ACh) em diferentes populacdes celulares, incluindo subpopulacdes de
timocitos e diferentes linhagens de células epiteliais timicas;

e Determinar possiveis modificacBes de células epiteliais timicas (TECs) e timocitos apos o
tratamento com NA e Ach no que diz respeito a proliferacdo, morte e migracdo celular;

e Determinar os efeitos de NA e ACh sobre as intera¢es Timocitos/TECs.

29



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fémeas 7-12 semanas,
provenientes do ICTB (Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos) da Fiocruz. Os
procedimentos com camundongos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Oswaldo Cruz, licenca nimero L-46/15.

3.2.  Linhagens celulares

Foram utilizadas nesse estudo as linhagens de células epiteliais timicas de camundongos
2BH4, 1.4C18 e 310 que correspondem a células epiteliais timicas mistas, corticais e medulares,
respectivamente, obtidas de células primarias de camundongos C57BL/6 (102,103,104). Todas as
linhagens foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), pH7-7,5, suplementadas com
10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,. As culturas

foram mantidas por um periodo maximo de um més.

3.3.  Drogas Analogas a acetilcolina e a noradrenalina

Para esse estudo escolhemos utilizar drogas analogas aos neurotransmissores NA e a
ACh. Sdo elas arterenol ((x)-Norepinephrine (+)-bitartrate salt , Sigma-Aldrich) e carbacol
(Carbamoylcholine chloride, Sigma-Aldrich), respectivamente. Ambas as drogas foram diluidas
em agua destilada em uma concentracdo inicial de 25 mM (Carbacol) e 20 mM (Arterenol).
Carbacol foi gentilmente cedido pela professora Doutora Elizabeth Giestal do Departamento de

Neurobiologia, Uniersidade Federal Fluminense (UFF).

3.4. Isolamento de subpopula¢tes de timaocitos

Para separacdo de timdcitos totais em subpopulacdes de células DN, DP, SP CD4 e SP
CD8 foi realizado um pool de timécitos de 4 timos. Os timos foram extraidos e macerados em
RPMI/10% SFB com o auxilio de um potter. As células foram separadas através da utilizacéo de
um voil de tecido; sendo entdo marcadas com anticorpos especificos para as moléculas CD4
(eBioscience; diluicdo 1:100) e CD8 (BD; dilui¢do 1:50) por 30 minutos a 4 °C, seguido de
separacdo celular em um citdmetro FACS Aria (BD). Foram separados 1x10° células para os
controles de citometria. Apds a separacdo, foram realizados os experimentos de extracdo de RNA

e RT-PCR como descrito abaixo.
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3.5.  RT-PCR quantitativa

Para avaliar a presenca de RNA mensageiro dos receptores adrenérgicos B2 (Adrb2), aia
(Adrala), aip (Adrald), ooc (Adra2c) e colinérgicos M1 (Chrm1), M3 (Chrm3), M5 (Chrmb5) e a7
(Chrna7), nos realizamos RT-PCR quantitativa. Primeiramente foi feita a extracdo de RNA
mensageiro de amostras de cultivos de TEC (linhagens 2BH4, 1.4C18 e 3.10). Para tal, as células
foram mantidas como previamente descrito, cultivadas em frascos de de 75 cm? (Corning) até
atingir alta confluéncia (90-100% de toda a garrafa) ou baixa confluéncia (<60%). Apds esse
periodo os frascos foram retirados da estufa, colocados no gelo, 0 meio de cultura retirado e foram
adicionados 2 mL de trizol. As células foram entdo retiradas através de um Cell Scraper e
adicionadas a um tubo eppendorf RNAse-Free (1mL por eppendorf).

Para as amostras de timocitos totais, os timos foram retirados e macerados em PBS [1x]
com o auxilio de um potter. Em seguida, as células foram dispostas em uma placa de petri e
colocados na estufa por 1 hora. Apos esse periodo as células ndo aderentes foram retiradas com o
auxilio de um pipetador automatico e contadas em camara de Neubauer, sendo ent&o centrifugadas
(1200 rpm/5 minutos), ressuspendidas em 1 mL de trizol e transferidas para eppendorfs RNAse
Free. As amostras de subpoplacbes de timécitos foram sorteadas como descrito anteriormente,
centrifugadas (266 g/5 minutos) ressuspendidas em 1 mL de trizol e transferidas para eppendorfs
RNAse Free.

A partir de entdo se procedeu o protocolo como previamente estabelecido em nosso
Laboratorio (105); as celulas em solucdo de trizol foram incubadas por 5 minutos em temperatura
ambiente, seguida da adicdo de 200 uL de cloroférmio e agitacao vigorosa dos eppendorfs por 15
segundos. Apds a agitacdo, os eppendorfs foram deixados a temperatura ambiente por 3 minutos e
as amostras foram centrifugadas a 12000 g e 4 °C por 15 minutos. Apos a centrifugacéo, a fase
aquosa superior foi recolhida e transferida para outro eppendorf RNAse free ao qual foi adicionado
isopropanol no mesmo volume obtido. As amostras foram entdo movidas para o freezer -20°C
onde foram deixadas por cerca de 18 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 120009
por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante dispensado e adiocionado a cada tubo 1 mL de etanol 70%
gelado, seguido de outra centrifugacdo (7500 g, 5 minutos, 4°C). Esse passo foi repetido por duas
vezes e, ao final, os tubos foram invertidos, possibilitando a secagem das amostras, por
aproximadamente 20 minutos. Apds esse periodo, as amostras foram ressuspensas em 20 pL de
agua DEPC. Foi entdo retirada uma aliquota para a quantificacdo e avaliacdo da pureza do RNA
obtido, determinado por densidade Optica em espectrofotdmetro (NanoDrop® 1000, Thermo
Fisher Scientific). Os RNAs extraidos foram mantidos a -80 °C.

Posteriormente, foi feita a sintese do DNA complementar (cDNA) através do kit
SuperScript 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen), utilizando o protocolo sugerido pelo fabricante.
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Resumidamente, foi feita a preparacdo do mix contendo volume suficiente para 2 pug de RNA (ou
400 ng para as amostras de subpopulagao de timocitos), 1 L. de ANTP a 10 nM, 1 pL de oligo-dT
a 0,5 pg/ul e HoO DEPC em volume suficiente para se obter um volume final de 12 puL e, em
seguida, sua incubagéo a 65 °C por 5 minutos. Ao final da incubagéo, as amostras foram colocadas
diretamente no gelo ¢ foram adicionados 4 pul 5X First-Strand Buffer ¢ 2 uLL de 0,1 M DTT 2,
seguida de uma nova incubacéo a 42°C por 2 minutos. Por ultimo, foi adicionado ao mix 1 pL da
enzima SuperScript 1l e as amostras foram incubadas em termociclador com as seguintes
condigdes: 42 °C por 50 minutos, 70 °C por 15 minutos e resfriado a 4 °C. As amostras foram
mantidas a -20°C.

Apos a obtencdo das amostras de cDNA foi realizado o RT-PCR quantitativo, que foram
realizados no Laboratério de Imunopatologia Experimental (LIPE) na Universidade Federal de
S@o Paulo (UNIFESP) em colaboragdo com Alexandre Keller e Michelangelo Gonzatti, que
gentilmente nos cederam as sondas moleculares para 0s receptores adrenérgicos. As sequéncias
das sondas para identificacdo de genes dos receptores colinérgicos foram obtidos de trabalhos
previamente publicados na literatura (106,107). Resumidamente, foi feita a preparacdo de um mix
contendo 5 pl. do Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), 1 uL de cada primer,
0,5 uL de amostra de cDNA e 2,5 uL de H,O nuclease free, completando 10 pL. O célculo da
expressao génica foi realizado através do método comparativo ACt. Como gene de referéncia,
utilizamos o gene GAPDH. Os primers utilizados podem ser encontrados na tabela namero 3.1.

Tabela 3.1: Primers utilizados na avaliacdo da expressdo de receptores Adrenérgicos e
Colinérgicos

Gene alvo Sequéncias
Chrmi Forward GACCCTACAGACCCCTCTCC
Reverse CCCTTCCTCCAGTCACAAGA
Chrm3 Forward GTACAACCTCGCCTTTGTTTCC
Reverse GACAAGGATGTTGCCGATGATG
chrms Forward GTCTCCGTCATGACCATACTCTA
Reverse CCCGTTGTTGAGGTGCTTCTAC
Chrna7 Forward GGTCATTTGCCCACTCTG
Reverse GACAGCCTATCGGGTGAG
Adrb2 Forward GGGAACGACAGCGACTTCTT
Reverse GCCAGGACGATAACCGACAT
Adrala Forward CTGCCATTCTTCCTCGTGAT
Reverse TTTCTTGAACTCCTGGCTGG
Adrald Forward TCCGTAAGGCTGCTCAAGTT
Reverse GATGGTTTCAGCTGAGGGAA
Adra2a Forward GTGACACTGACGGCTGGTTTG
Reverse CCAGTAACCCATAACCTCGTTG
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3.6. Ensaio de morte celular

Para a andlise da influéncia direta das drogas sobre os timdcitos, foram realizados ensaios
para determinacdo de morte celular, com cinética de tratamento 3, 4, 6, 24 e 48 horas. Foram
estabelecidas diferentes doses para o tratamento de timocitos e avaliagdo da inducdo da morte por
carbacol (100 e 1000 nM) (98) e arterenol (10, 100, 1000 nM e 1 mM) (90,108). Timos foram
extraidos e macerados em PBS [1x] com a ajuda de um potter. Foram adicionadas 1x10°%/células
por poco em 600 UL de meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) mais 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas), onde foram diluidas diferentes concentracdes de carbacol ou arterenol. Apés
cada ponto de cinética, foram recohidos 300 uL de solucdo que foram entdo centrifugadas (266 g/
5 minutos) e ressuspendidas em 100 pL de tamp&o anexina [1x] (Becton-Dickinson — Pharmigen).
Em seguida, foram incubadas por 10 minutos com Anexina V (APC- Imunotools) na diluigdo
1:100 em temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi adicionado iodeto de propideo (PE -
Sigma-Aldrich) na concentragdo final de 5 pg/mL, seguido da leitura imediata das amostras no
citometro FACS Canto Il (Becton-Dickinson).

3.7.  Ensaio de proliferacdo celular

Para a analise dos efeitos de arterenol ou carbacol sobre a proliferacdo de timécitos, 0s
mesmos foram incubados com CFDA-SE (diacetato de carboxifluoresceina-succinimidil éster)
(Invitrogen). Resumidamente, os timos foram extraidos, macerados e as células contadas.
Quatrocentas mil células foram incubadas com 500 puL de CFDA-SE 500 nM, por cinco minutos a
temperatura ambiente. Apds cinco minutos, foram adicionados 500 pL de PBS/10% SFB gelado,
as células foram centrifugadas em 1200 rpm/5 minutos e ressuspendidas em 1 mL ou 1,5 mL de
meio RPMI-1640 mais 10% de soro bovino fetal (Cultilab) onde foram diluidas diferentes
concentracdes de carbacol ou arterenol (10, 100 e 1000 nM). Fizemos pontos de cinética de 24 e
48 horas, porém como controle de CFDA-SE retiramos 0s pontos de controle de citometria uma
hora ap0s a incubacdo da placa da estufa. Esse ponto foi denominado de “hora zero”. A cada ponto
eram coletados 500 pL de solucdo e, apds sua centrifugacdo (266 g/5minutos), foram
ressuspendidas em 200 pL de PBS, transferidas para tubos de citometria e analisadas no citometro
FACSCanto Il (Becton & Dickinson), utilizando-se o software BD FACSDiva versao 8.1.3.

3.8.  Ensaios de migracéo

Para avaliar a capacidade migratéria de timdcitos frente a estimulos como carbacol ou
arterenol (10, 100 e 1000 nM), foram utilizadas camaras de Transwell® (Corning Costar) em
placas de 24 poc¢os. Nos pocos da placa, insertos com poro de 5 micrémetros foram colocados e,

em seguida, foram adicionados 70 uL de PBS/BSA 1% tanto na camara superior quanto na
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inferior. Como controle positivo de migracdo através das camaras, usamos membrana recoberta
com fibronectina (Sigma-Aldrich) na concentracdo de 10 pg/mL. As placas foram entdo colocadas
na estufa a 37°C com 5% de CO;, por 45 minutos. As soluc¢des foram entdo recolhidas e os insertos
movidos para novos pogos. Foram entdo adicionados 600 pL de cada estimulo diluidos no meio de
migracdo (RPMI-1640 BSA 0,5%) na camara inferior.

Timos foram extraidos e macerados em PBS [1x] com a ajuda de um potter. Apos a
contagem das células na cdmara de Neubauer, foi separado o volume para a proporcao de 2,5 x10°
células por poco enquanto o volume restante foi mantido em gelo. As células foram diluidas em
100 pL de meio de migracdo e colocadas na camara superior do inserto, na estufa, por 3 horas. Ao
final da incubacdo, o volume em cada camara inferior foi recolhido e centrifugado a 266 g por 5
minutos. Apds esta etapa, as células migrantes foram contadas em camara de Neubauer (Adaptado
de MENDES-DA-CRUZ et al.,, 2008) seguida de citometria de fluxo para avaliacdo das
subpopulagdes de timdcitos (Figura 3.1).

Além de avaliar possiveis efeitos quimioatraentres, avaliamos também se a exposicéo
prévia das células aos andlogos de noradrenalina e acetilcolina poderia influenciar na migragao.
Para isso, 5x10° timdcitos foram tratados com carbacol ou arterenol (10, 100 e 1000 nM) diluido
em meio de migra¢do por uma hora e meia em uma placa de 96 pocos, mantidas na estufa a 37°C
com 5% de CO,. Apos esse periodo, as células foram centrifugadas (1200 rpm/5 minutos) e
ressuspendidas em 200 uLL meio de migracdo sem carbacol. Nos pocos das placas de 24 pocos,
novamente foram adicionados 70 puL. de PBS ou de fibronectina, em ambas as camaras do inserto e
a placa foi incubada a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2 por 45 minutos. Apés o periodo
de incubacdo, os volumes dos insertos foram recolhidos, os insertos movidos para novos pogos e,
a esses, adicionados 70uL. de PBS-BSA/1% em ambas as camaras de todos os insertos durante 30
minutos na estufa, fazendo assim o bloqueio da membrana. Ap6s o bloqueio da membrana, os
insertos foram novamente movidos para novos pocos, onde foram adicionados 600uL. do meio de
migracdo na camara inferior do inserto, e 100 puL de células pré-tratadas, agora diluidas apenas em
meio de migracdo, na camara superior. A placa foi entdo mantida na estufa por 3 horas. Ao final
da incubacdo, o volume em cada camara inferior foi recolhido e centrifugado a 266 g por 5
minutos. ApoOs esta etapa, as células migrantes foram contadas em camara de Neubauer, marcadas
com anticorpos especificos ligados a fluorocromos e analisadas por citometria de fluxo para
avaliacdo das subpopulacdes de timdcitos, conforme protocolos anteriormente publicados (28,108)
(Figura 3.1).
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Figura 3.1: Diagrama esquematico do experimento de migracdo. O timo dos animais é
extraido e macerado em PBS. Sdo separadas 2,5x10° células por 100 uL de meio de migracio
(RPMI + 0,5% BSA). Essas células séo entdo colocadas na cdmara superior do inserto Transwell.
Como controle positivo a membrana do inserto é coberta por fibronectina (FN). Essa membrana é
entdo incubada por 1 hora e lavada com PBS. Apo0s 3 horas de migracao, espera-se que as células
colocadas em contato com o pogo que foi coberto por FN migrem mais, cerca de o dobro, do
namero de células que ndo entraram em contato com a FN.

No que diz respeito a analise por citometria de fluxo, timdcitos foram adicionados a
placas de 96 pogos com fundo “U”, centrifugados (266 g/5 minutos) e incubados com 10 pL do
mix de anticorpos anti-CD4 (eBioscience, dilui¢do 1:100) e anti-CD8 (Becton-Dickinson, diluigdo
1:50). A incubagdo durou 30 minutos, protegido da luz a 10°C. Apos esse periodo, as células
foram “lavadas” com 50 pL de PBS [1x] gelado, centrifugadas (266 g/5 minutos/ 4°C),
ressuspendidas em 150 pL de PBS/formaldeido 2% e transferidas para tubos de citometria. Em
seguida, as amostras foram lidas no citbmetro FACSCanto Il (Becton & Dickinson) através do
software BD FACSDiva verséo 8.1.3.

Para analise dos resultados obtidos nos experimentos de migragdo, utilizamos o niumero
de células migrantes, o namero absoluto das subpopulacdes e o percentual de input. O calculo do
namero absoluto foi feito levando-se em consideracdo o numero total de células migrantes, bem
como o0s numeros das subpopulacbes de timocitos definidas pelos marcadores CD4 e CD8 (DN,
DP, SPCD4 e SPCD8). O percentual de input leva em consideracdo a quantidade de células de
cada subpopulacdo da amostra original, calculado a partir da razdo entre 0 nimero absoluto de

cada subpopulacdo migrante e o nimero absoluto de cada subpopulacao antes de migrar (28).

3.9. Ensaio de adesdo timacitos/células epiteliais timicas

Para avaliarmos se carbacol ou arterenol poderiam modular a adesdo de timdcitos as

TECs, realizamos ensaio de adeséo heterocelular como anteriormente padronizado em nosso
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laboratorio (35). Para realizacdo desse experimento, foram adicionadas 5x10° TEC da linhagem
2BH4 por poco, em placas de 6 pogos, mantidas em cultura por 48 horas em 3mL de meio RPMI
suplementado com 10% de soro bovino fetal. Apods este periodo, as TEC foram contadas em cada
poco. Timdcitos foram obtidos através da extracdo e maceracao do timo de camundongos fémeas
em PBS [1x]. Os timocitos foram entdo contados, centrifugados e ressuspendidos em RPMI
aquecido (deixado na estufa por 24 horas antes do experimento). Foi entdo feito co-cultivo de
timocitos e TECs mantendo uma relagdo de 20 Timocitos/TEC (20:1). Ambas as células foram
mantidas em meio RPMI aquecido na presenca de carbacol ou arterenol (10, 100 e 1000 nM) por 1
hora. Apos esse periodo, as placas foram inclinadas para a retirada de timdcitos ndo-aderentes.
Com a retirada das células ndo-aderentes, células aderidas foram fixadas em 1 mL de metanol por
poco durante 5-7 minutos. Em seguida, o metanol foi removido e as células foram coradas com 2
mL de corante Giemsa por 30 minutos. Em seguida, os pocos foram “lavados” com agua destilada.
Com as células coradas, foi possivel realizar a contagem em microscopio Optico invertido em
objetiva de 40x com auxilio de Opticam acoplada. Foram contados 50 campos e em seguida
realizado o calculo do indice de associagdo (1A).

A formula correspondente ao IA foi validada previamente em nosso laboratorio, baseada
na contagem de TECs totais, TECs com timdcito aderidos e timocitos aderidos as TEC (35,50).

Sendo assim, a formula do 1A é dada a seguir:

IA =[ Ndmero de TECs com timdcitos | x [Numero de timdcitos ligadosa TECs [x 100

TECs totais TECs totais

3.10. Citometria de Fluxo de TECs

Para avaliarmos se carbacol poderia modular receptores de fibronectina e laminina em
TECs, cinco mil células da linhagem 2BH4 foram plaqueadas em placas de 6 pocos, mantidas em
cultivo por 48 horas em 3mL de meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal. Apos
48 horas de cultura, o meio suplementado foi removido e as TECs foram “lavadas” com RPMI
aquecido (mantido na estufa por 24 horas) e, em seguida, foi adicionado carbacol nas
concentracdes 10 e 100 nM diluido em RPMI aquecido. As células foram transferidas para estufa
onde ficaram por uma hora. Apds esse periodo, o meio foi removido e as células foram
tripsinizadas e recolhidas em tubos falcon de 15 mL (Corning). As células foram novamente
transferidas para a estufa por um periodo de 30 minutos. Apds esse periodo, as células foram
centrifugas a 400g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram

ressuspendidas em 100 pL de meio de citometria (PBS, 1%BSA e EDTA) e adicionadas a po¢o
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em placas de 96 pogos com fundo “U”e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi desprezado
e as células ressuspensas em 3pL de soro normal de camundongo por 20 minutos para o bloqueio
de receptores Fc, sempre mantidas no gelo e ao abrigo da luz. Em seguida as células foram
incubadas com 10uL dos anticorpos anti-VLA-4, anti-VLA-5 e anti-VLA-6 (BD Bioscience) por
30 minutos. Como controles de marcagdo inespecificas foram utilizadas imunoglobulinas nao
especificas de rato. Apos esse periodo, as células foram lavadas com 50uL de meio de citometria,
centrifugadas a 400g por 5 minutos a 10°C e logo ap6s ressuspensas em 150ul. de meio de
citometria. Em seguida, foram transferidas para tubos de citometria de fluxo e adquiridas em
citometro de fluxo (FACS Canto Il, Becton&Dickinson). Os dados obtidos foram analisados no
programa FACS DIVA (Becton-Dickinson).

3.11. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através dos testes One-Way ANOVA ou Two-Way
Anova seguido do post-test de Bonferroni ou Tuckey para multiplas comparacdes através do
software GraphPadPrism 6.0. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001 ou **** p<0,0001.

4. RESULTADOS

4.1. Expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em timdcitos e células epiteliais
timicas

Conforme descrito anteriormente, a deteccdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos
foi feita por RT-PCT, tanto em timocitos quanto em celulas epiteliais timicas. Avaliamos a
expressdo dos receptores aia, oip, Ozc, B2, M1, M3, M5 e da subunidade o7 em amostras de
timocitos totais utilizando cérebro total como controle positivo (Figura 4.1A e B). Além disso,
avaliamos também a expressdo dos receptores B, aup, M1 e a7 nas subpopulacbes de timocitos
(DN, DP, CD4 e CD8) (Figura 4.1C).
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Figura 4.1: Expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em amostras de timocitos
totais e nas subpopulacbes de timocitos. A) Valores em ACT (derivados de RT-PCR) de
receptores adrenérgicos em amostras de timo total e cérebro total como controle positivo. B)
Valores em ACT de receptores colinérgicos em amostras de timo total e cérebro total como
controle positivo C) Expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em subpopulacdes de
timocitos. O calculo da expressdo génica foi realizado através do método comparativo ACt. N=2
para amostras de cérebro total; entre 2 e 3 para timdcitos totais e 1 para subpopulacbes de
timaocitos.

E possivel observar que ambos timdcitos totais e as subpopulaces expressam todos 0s
receptores testados. Além disso, pode-se observar que o receptor , parece ser 0 menos expresso
entre as amostras de timdcitos totais e nas subpopulacdes, enquanto 0 a-AR, principalment oyp,
parece ser mais expresso. Com relagdo aos receptores colinérgicos, M1 é o mais expresso quando
comparado as amostras de cérebro total e entre os colinérgicos nas subpopulagdes de timocitos.

Buscamos também avaliar se nossas linhagens de TECs expressam 0s receptores aya, oip,
aze, P2, M1, M3, M5 e a7. Para essa avaliagdo escolhemos as TECs 2BH4 (TEC de fendtipo
misto), 1.4C18 (TEC de fendtipo cortical) e 3.10 (TEC de fendtipo medular) que foram mantidas

em cultivo, como previamente descrito, até a obtencdo de alta confluéncia. Pode-se observar um
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padrdo de expressdo semelhantes entre as diferentes amostras de TECs e ao observado
anteriormente nas amostras de timdcitos totais. A expressdo dos receptores adrenérgicos e do

receptor colinérgico M; parece maior nas amostras de TECs que no controle positivo (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em amostras de TECs. A)
Valores em ACT de receptores adrenérgicos em amostras de linhagens de TEC e cérebro total
como controle positivo. B) Valores (derivados de RT-PCR) em ACT de receptores colinérgicos
em amostras de linhagens de TEC e cérebro total como controle positivo. N= 1 em duplicata para
as amostras de TECs e N=2 para amostras de cérebro total.

Por ultimo, buscamos avaliar se a confluéncia das células em cultura poderia afetar a
expressdo dos receptores adrenérgicos e colinérgicos aia oap, d2c, B2, M1, M3, M5 e a7. A
confluéncia foi avaliada a partir de observacdes feitas na cultura celular. As células foram
mantidas em em garrafas de cultivo de 75 cm? até atingir alta confluéncia (90-100% de toda a

garrafa) ou baixa confluéncia (<60%). Utilizando a linhagem 1.4C18, uma linhagem de TECs
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corticais, pode-se observar um padrdo semelhante entre alta e baixa confluéncia ndo indicando
modulacdo dependente da confluéncia celular. Além disso, novamente, o B.—AR parece ser o
menos expresso entre os grupos de TEC tanto em alta quanto baixa confluéncia (Figura 4.3A).
Entre os receptores colinérgicos, novamente M; parece ser 0 mais expresso sem diferenca entre 0s
grupos de alta e baixa confluéncia (Figura 4.3B).
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Figura 4.3: Expressao de receptores adrenérgicos e colinérgicos em células 1.4C18 em alta e
baixa confluéncia. A) Valores (derivados de RT-PCR) em ACT de receptores adrenérgicos em
amostras de células 1.4C18 e cérebro total como controle positivo. B) Valores em ACT de
receptores colinérgicos em amostras de células 1.4C18e cérebro total como controle positivo. N=
1 em duplicata para as amostras de TECs e N=2 para amostras de cérebro total.

A anélise da expressdo dos receptores aia oip, dzc, P2, M1, M3, Ms e a7 em amostras de
TEC em alta e baixa confluéncia também foi realizada na linhagem celular 3.10, de fendtipo TEC
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medular. Observamos um padréo semelhante entre os grupos de alta e baixa confluéncia, néo
indicando portanto, modulagdo na expressdo dos receptores dependente da confluéncia celular.
Além disso, os padrdes de expressdo descritos anteriormente se mantém, B, — AR parece ser o
MEeNos expresso entre 0s grupos tanto em alta quanto baixa confluéncia (Figura 4.4A) e entre 0s
receptores colinérgicos, M1 parece ser o mais expresso sem diferenca entre 0s grupos de alta e
baixa confluéncia (Figura 4.4B).
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Figura 4.4: Expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em células 3.10 em alta e
baixa confluéncia. A) Valores (derivados de RT-PCR) em ACT de receptores adrenérgicos em
amostras de células 3.10 e cérebro total como controle positivo. B) Valores em ACT de receptores
colinérgicos em amostras de células 3.10 e cérebro total como controle positivo. N= 1 em
duplicata para as amostras de baixa confluéncia e N=1 sem duplicata para alta confluéncia. N=2
para amostras de cérebro total.
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Apobs a confirmacdo sobre a expressdo dos receptores adrenérgicos e colinérgicos nos
timocitose TECs, realizamos uma série de ensaios funcionais, utilizando as drogas analogas aos

neurotransmissores NA e ACh, isto é, arterenol e carbacol, respectivamente.
4.2.  Ensaios funcionais

4.2.1. Morte celular de timécitos

O primeiro ensaio funcional avaliado foi a morte celular. De acordo com dados da
literatura (90, 108) escolhemos doses de arterenol de 10 nM, 100 nM, 1000 nM e 1 mM nos
periodos de 4, 24 e 48 horas. Ap6s cada ponto determinado, foram retirados 300 uL da solucéo e
feitas marcacGes para Anexina V e iodeto de propideo (PI). Apds cada marcacdo as amostras
foram lidas no citbmetro FACS Canto Il (Becton-Dickinson). As analises citofluorométricas e os
marcadores utilizados podem ser observados na figura 4.5.
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Figura 4.5: Esquema representativo de estratégia de regides para analise das subpopulacoes
de timocitos por citometria de fluxo ap6s o tratamento com arterenol ou carbacol apés 3
horas de incubacéo. A-E) Plots repesentativos da analise citofluorimétrica das amostras. A) R1:
Em verde, regido de células Unicas (singlets) para eliminacdo de aglomerados celulares (doublets)
levando em consideracdo os parametros FCS-A x FCS H. B) Delimitacdo da populacdo de
timocitos no dotplot tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) — regido P2 (Rosa). C) Histograma da
expressao Pl (PE); e D) de Anexina V (APC) na regido de timocitos P2 (Rosa) em células controle
(NT). E) Delimitacdo da populacdo de timocitos no dotplot Pl x Anexina V.

N&o foram observadas diferencas nas doses 10, 100 e 1000 nM, em nenhum ponto da
cinética, em relacdo aos controles. Porém, como esperado, a concentracdo de 1 mM foi capaz de
induzir um aumento no percentual de células mortas, que corresponde a soma das populacdes de
células apoptéticas (Anexina V*) e necrdticas (Anexina V*+ PI1") (Figura 4.6A). Ao isolarmos a
populacdo em apoptdticas e necroticas, sé € possivel observar uma diferenca significativa a partir
de 24 horas (4.6B), enquanto que ndo é observada a modulacdo em células necréticas. Esses

resultados indicam que arterenol na concentracdo 1 mM induz a apoptose de timaocitos.
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Figura 4.6: Arterenol 1 mM induz a apoptose de timocitos. A) Numero relativo de células
mortas em diferentes pontos (horas) na cinética ap0s o tratamento com arterenol (ART). B)
Numero relativo de células apoptoticas (Anexina V') em diferentes pontos (horas) apos o
tratamento com arterenol (ART). C) Numero relativo de células necréticas (Anexina V*+ PI") em
diferentes pontos (horas) apds o tratamento com arterenol (ART). Os dados foram analisados
através do teste TWO-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni e as diferencas consideradas
significativas em relacdo ao seu respectivo controle quando *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001 ou
*Ex%k p<0,0001. N= entre 3 e 4 animais por grupo.

Os dados na literatura sobre a inducdo de morte de timocitos frente a carbacol sédo
escassos, €, em nosso trabalho, avaliamos os possiveis efeitos diretos de carbacol sobre os
timocitos. As células foram submetidas a tratamento com diferentes concentragdes do analogo de
ACh, em cinética de 3, 6, 24 e 48 horas. Apds cada ponto determinado, foram feitas marcacdes
com Anexina V/Pl. Nado foram observadas alteracfes no percentual de células mortas (Figura
4.7A) e portanto ndo houve alteracdo no percentual de células apoptoticas e necréticas (Figura
4.7B e C) em nenhuma concentracdo de carbacol utilizada nos diferentes pontos de cinética
determinados.
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Figura 4.7: Carbacol ndo induz morte celular em timdcitos. A analise do percentual de células
mortas marcadas com Anexina V/PIl. A) Numero relativo de células mortas em diferentes pontos
(horas) apos tratamento com carbacol (CARB). B) Numero relativo de células apoptéticas
(Anexina V") em diferentes pontos (horas) apds o tratamento com carbacol (CARB). C) NUmero
relativo de células necréticas (Anexina V*+ P1") em diferentes pontos (horas) apds o tratamento
com carbacol (CARB). Os dados foram analisados atraves do teste TWO-way ANOVA, seguido
do teste de Bonferroni. N&o houve diferencas significativas. N= 3 a 6 por grupo.

4.2.2. Proliferacéo celular

Avaliamos em seguida se o tratamento com arterenol ou carbacol poderia influenciar na
proliferacdo de timdcitos, outro pardmetro essencial para o desenvolvimento dessas células.
Inicialmente procuramos verificar se arterenol ou carbacol poderiam influenciar a proliferacédo
celular, usando timdcitos marcados com CFSE, sem estimulo de mitdgenos. Para isso, as células
foram marcadas por CFSE por 5 minutos e em seguida encubadas com diferentes concentracdes
de arterenol ou carbacol po 24 e 48 horas. Apds cada marcacdo as amostras foram analisadas por

citometria de fluxo e os plots resultantes podem ser observados na figura 4.8.
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Figura 4.8: Analise citofluorométrica de timdcitos marcados com CFSE. A-E) Plots
representativos da analise citofluorimétrica das amostras. A) P1: Em roxo escuro, regido de celulas
Unicas (singlets) para eliminacdo de aglomerados celulares (doublets) levando em consideracao os
parametros FCS-A x FCS-H. B) Delimitacdo da populacéo de timocitos no dotplot tamanho (FSC)
x granulosidade (SSC) dentro de P1, sendo separada em regido P2 (Rosa). C) Histograma da
expressdo de CFSE no tempo zero, dentro da regido P2. D) Histograma da expressdo de CFSE em
24 horas e E) em 48 horas.

A partir das analises citofluorométricas foi possivel obter a mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) e ndo observamos diferenca significativa entre os tratamentos, tanto no que

diz respeito ao arterenol quanto ao carbacol (4.9 A e B).
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Figura 4.9: Arterenol e carbacol ndo influenciam a proliferac@o basal de timdécitos. A)
Mediana da intensidade de fluorescéncia de CFSE nas amostras, apds 24 e 48 horas de incubacao
com arterenol. B) Mediana da intensidade de fluorescéncia de CFSE nas amostras, apos 24 e 48
horas de incubacao com carbacol (Carb). Os dados foram analisados atraves do teste TWO-way
ANOVA, seguido do pos-teste de Tuckey. N@o houve diferencas significativas em relacdo ao seu
respectivo controle. N= 3.

4.2.3. Ensaios de migracao celular

A migracdo é um processo essencial na diferenciacdo de timocitos e diversos fatores estao
envolvidos na migracdo, como ligantes da ECM, citocinas e gquimiocinas, dentre outros. Como
timocitos expressam receptores adrenérgicos e colinérgicos, hipotetizamos que a ativacao destes
receptores poderia influenciar na migracdo ex-vivo de timdcitos. Inicialmente analisamos se
arterenol poderia funcionar como quimioatraente. Para tal, arterenol em diferentes concentracdes

foi colocado no compartimento inferior das camaras de Transwell. Para esse experimento e
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experimentos funcionais posteriores optamos por ndo utilizar a concentracdo de arterenol 1 mM,
uma vez que foi observada a inducdo de morte celular nessa concentracéo.

Apb6s 3 horas de incubagdo, as células migrantes foram recolhidas, centrifugadas,
ressuspendidas e contadas em camara de Neubauer. Os resultados sdo apresentados apds a
normalizacdo em relacdo ao controle (Figura 4.8). Como esperado, observamos diferenca
significativa entre o controle ndo tratado (NT) e o controle positivo de inducdo de migragéo por
fibronectina (FN). Vimos que timocitos expostos somente ao arterenol migraram de maneira
semelhante ao controle ndo-tratado (NT), indicando que arterenol ndo age como quimioatraente
(Figura 4.10).
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Figura 4.10: Arterenol ndo age como quimioatraente para timocitos. Migracdo de timécitos
frente a arterenol como quimioatraente. Os dados foram normalizados considerando nimero de
células no controle NT=1. Fibronectina foi utilizada como controle positivo de indugdo de
migracdo. Os dados foram analisados através do teste ONE-way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni. ***p<0,001. N=8.

Em todos os experimentos de migracdo, os timécitos que migraram foram marcados com
anticorpos anti-CD4 e anti-CD8, possibilitando a andlise, por citometria de fluxo, das
subpopulacBes definidas por estes marcadores: DN, DP, SPCD4 e SPCD8. Um esquema

representativo das analises citofluorométricas pode ser observado na figura 4.11.
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Figura 4.11: Esquema representativo de estratégia de regifes para andlise das subpopulacgdes de
timdcitos por citometria de fluxo ap6s a migracdo. A) R1: Em verde, regido de células Unicas
(singlets) para eliminacdo de aglomerados celulares (doublets) levando em consideracdo 0s
parametros FCS-A x FCS H. B) Delimitacao da populacdo de timocitos no dotplot tamanho (FSC)
x granulosidade (SSC) — regido P2 (Rosa). C) Histograma da expressdao CD4 (FITC); e D) CD8
(APC-Cy-7) na regido de timdcitos P2 (Rosa). E) Delimitacdo da populacdo de timdcitos no
dotplot CD4 x CD8.

Calculamos o niumero absoluto de células e consequentemente o percentual do input, que
¢ a razdo entre o numero absoluto de células e o nimero de células totais antes da migracéo.
Observamos que as subpopulacdes de células DP e SP CD4 sdo as que migram de maneira
significativa frente a FN quando comparadas ao controle (Tabela 4.1). No entanto, nao

observamos mudancas de percentuais dessas subpopulacdes ap6s migracao frente ao arterenol.
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Tabela 4.1: Numero absoluto de subpopulacées de timdcitos apds ensaio de migragao celular
em presenca de arterenol, testado como potencial quimioatraente

Tratamento NT FN Art 10 nM Art 100 nM Art 1000 nM
Numero absoluto (x10°%)
DN 0,3+0,2 0,3 £0,1 0,4 £0,5 0,4 £0,6 0,2 £0,2
DP 2,1 £11 3,3 £0,8* 23 11 1,9 £+0,9 2,4 £0,9
CDh4 0,7+ 0,6 1,8 £ 0,6* 1,1+0,8 0,8+0,3 1,1+0,5
CD8 0,2+ 0,2 0,4+ 0,3 0,3+0,3 0,3+ 0,3 0,3+ 0,2

Valores expressos em média + desvio. Os dados foram analisados através do teste TWO-way ANOVA,
seguido do teste de Tuckey para multiplas comparacdes e as diferencas consideradas significativas em
relagdo ao seu respectivo controle quando *p<0,05 ou “p<0,05. N = 5.

Com relacdo aos dados de percentual de input, observamos aumento na migragéo de
células SPCD4 frente a FN. Tal alteracdo ndo foi observada nas demais subpopula¢bes de
timécitos (ver Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Percentual do input nas subpopulagdes de timocitos apos ensaio de migracao

celular em presenca de arterenol, testado como potencial quimioatraente

Tratamento NT FN Art 10nM Art 100 nM Art 1000 nM
Percentual do input
DN 2,6+19 3,5+£1,8 2,6 £1,3 2625 2,4+£20
DP 1,0+£0,5 1,6 £0,4 1,0+£0,5 1,0+£04 1,2+£0,4
CD4 1,6 £0,5 53+ 1,5% 2,3+0,7 2,7+14 2,5+0,5
CD8 1,3+£1,0 2,8+19 1,4+0,9 2017 2,0£1,2

Valores expressos em média + desvio padrdo. Os dados foram analisados através do teste TWO-way
ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas comparacBes e as diferencas consideradas
significativas em relagdo ao seu respectivo controle quando *p<0,05 ou **p<0,01. N=5.

Em outro grupo de experimentos, procuramos avaliar se carbacol teria efeito
quimioatraente. Neste caso, diferentes concentracBes de carbacol foram colocadas na camara
inferior do Transwell. Apés 3 horas de incubacdo, as células migrantes foram recolhidas,
centrifugadas, ressuspendidas e contadas em camara de Neubauer. Os resultados sdo apresentados
apos a normalizacdo pelo controle (Figura 4.12). Conforme esperado, observamos que timocitos
migram mais frente a FN quando comparados ao controle, mas ndo migram frente ao carbacol,

mostrando que o carbacol ndo é quimioatratente para timécitos.
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Figura 4.12: Carbacol ndo age como quimioatraente para timocitos. Os dados foram
normalizados considerando nimero de células no controle NT=1. Fibronectina foi utilizada como
controle positivo de inducdo de migracdo. Os dados foram analisados através do teste ONE-way
ANOVA, seguido do teste de Bonferroni para multiplas comparacdes e as diferencas consideradas
significativas em relagéo ao seu respectivo controle quando *p<0,05 ou **p<0,01. N=7.

Nestes experimentos, as células migrantes tambem foram marcadas com anticorpos anti-

CD4 e anti-CD8 e analisadas por citometria de fluxo. Nao observamos alteragdes no padrdo de

migracao de nehuma das subpopulagdes analisadas.

Tabela 4.3: Numero absoluto de subpopulagdes de timocitos apds ensaio de migracao celular
em presenca de carbacol, testado como potencial quimioatraente

Tratamento NT FN Carb 10 nM Carb 100 nM Carb1000 nM|
Numero absoluto (x10°)
DN 0,2+0,2 0,3£0,1 0,3+0,2 0,2+0,1 0,2+0,1
DP 2,0+1,2 3,2+0,9 2+15 25+1,2 20+£1,1
CDh4 0,9+0,6 1,9+£0,6 0,9+0,4 1,2+£0,7 1,1£0,6
CD8 0,2+0,1 0,4+0,2 0,2+0,1 0,3+0,2 0,2+0,1

Valores expressos em média + desvio padrdo. Os dados foram analisados através do teste TWO-way
ANOVA, seguido do teste de Tuckey para muiltiplas comparacdes e definicdo de diferencas consideradas
significativas. Nenhum grupo mostrou diferengas estatisticamente significativas frente ao controle. N = 4.

Com relacdo aos dados de percentual de input, observamos aumento da migracdo de

células SP CD4 frente a FN, conforme mostrado na tabela 4.4.
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Tabela 4.4: Percentual do input nas subpopulagdes de timdcitos apos ensaio de migragdo
celular em presenca de carbacol, testado como potencial quimioatraente

Tratamento NT FN Carb 10 nM Carb 100 nM Carb1000 nM|
Percentual do input
DN 2,4+£22 3,7+3,3 2,2+12 2,4+£18 1,7+£1,1
DP 0,9+0,6 1,6 £0,5 1,1+0,8 1,2+0,7 1,1+0,6
CD4 1,8+0,3 54+£19* 2,2+0,1 32+22 2,7+1,4
CD8 1,6+1,0 32+21 1,6 £0,7 26+£19 2,2+1,3

Valores expressos em média + desvio padrdo. Os dados foram analisados quanto a uma potencial diferenca
estatistica, atraves do teste TWO-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas comparagoes.
Diferencas foram consideradas significativas em rela¢do ao seu respectivo controle quando *p<0,05. N = 3.

Tendo em vista os resultados anteriores, nos perguntamos se 0 pré-tratamento com
arterenol seria capaz de modular a migracdo de timdcitos frente a FN. Para isso, células foram
tratadas com arterenol durante 1 hora e 30 minutos em placas de 96 pogos de fundo “U” e, em
seguida, tiveram sua capacidade migratéria avaliada em pocos com e sem FN. As anélises foram
realizadas apos a normalizacdo pelo controle. Conforme o esperado, ha um aumento no niamero de
células migrantes nos pocos expostos a FN, sendo possivel observar uma diferenca em relacéo ao
controle NT, exceto para a concentracdo de 10 nM (Figura 4.13). Entretanto, ndo houve diferenca
entre 0s pocos pré-tratados com arterenol e expostos a FN, levando a conclusdo de que o

tratamento com arterenol ndo é capaz de modulacdo a migracédo induzida por FN.
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Figura 4.13: O pré-tratamento com arterenol ndo modula a migracdo de timocitos induzida
por fibronectina (FN). Namero de células migrantes pré-tratamento com arterenol por 1:30 e 3
horas de migracdo com e sem fibronectina. Normalizacdo baseada no controle nao-tratado (NT).
*= amostras comparadas ao controle NT e #= amostras comparadas ao controle FN. Os dados
foram analisados através do teste ONE-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas
comparagdes. p<0,05. *p<0,05 ou “p<0,05; **p<0,01 ou *p<0,01;***p<0,001 ou “p<0,001; N =
11 para os controles; 7 para 0s pogos expostos a FN e pré-tratados; 3 para pré-tratamento sem FN.
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A semelhanca do que nos referimos anteriormente, as células migrantes foram marcadas
com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 e analisadas por citometria de fluxo. Observamos que apenas
a subpopulagdo DP mantém um padrdo semelhante ao descrito para células migrantes, onde foi
possivel observar aumento no nimero absoluto de células DP apds migracdo induzida por FN
(Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Namero absoluto de timdcitos apds ensaio de migracéo celular, induzido ou nédo
por fibronectina (FN), pré-tratando timdcitos com arterenol.

| Tratamento NT FN Art 10 nM + FN Art 100 nM + FN Art 1000 nM + FN Art 10 nM Art 100 nM Art 1000 nM
Numero absoluto (x10%)
DN 0,4+0,4 0,3+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1 0,1+£0,1 0,2+0,1 0,2+0,1
DP 2,6+0,8 5,2 £ 1,7%%** 39+14 5,1 £ 2,1%xx* 5,4 + 2,8**** 2,7+0,68# 2004 #H#H 2,5+0,2 #i##
CD4 0,8+0,4 1,7+0,8 1,4+0,5 1,8+0,7 1,9+12 0,5+£0,2 0,4+0,2 0,5+£0,1
CD8 0,4+0,3 0,4+0,2 0,4+0,2 0,4+0,2 0,4+£04 0,1+£0,1 0,10 0,1+£0,1

Valores expressos em média + desvio padrdo *= amostras comparadas ao controle nao-tratado (NT); # =
amostras comparadas ao controle FN dentro das respectivas subpopulagdes. Os dados foram analisados
através do teste TWO-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas comparacfes e as
diferencas consideradas significativas em relagdo ao seu respectivo controle quando p<0,001 ou
p<0,001; **** p<0,0001 ou " p<0,0001. N = 11 para controle NT e FN; 7 para pré-tratados com
arterenol e expostos a FN e 3 para células pré-tratadas com arterenol e ndo expostas a FN.

Quando observado o percentual do input para células pre-tratadas com arterenol é

possivel observar um perfil semelhante na subpopulacdo SP CD4 (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Percentual de input de timdécitos apos ensaio de migracéo celular, induzido ou
nao por fibronectina (FN), pré-tratando timocitos com arterenol

Tratamento NT FN Art 10 nM + FN Art 100 nM + FN Art 1000 nM + FN Art 10 nM Art 100nM  Art 1000 nM
Percentual do input
DN 24+24 2,0+0,8 18+10 19+11 22+10 09+0,7 1,0+0,8 1,3+0,9
DP 1,3+0,3 2,7+0,9 2,0+0,7 26+11 28+14 1,404 1,0+0,2 13101
CD4 2,7+13 58+ 1,8** 45+14 59+2,0* 6+35* 18+05# 14x06# 17+03##
CD8 3,730 36+19 29+15 34+19 38£28 12+11 09+0,5 1,0+£0,5

Valores expressos em média + desvio padrdo. *= amostras comparadas ao controle NT e #= amostras
comparadas ao controle FN dentro das respectivas subpopulagdes. Os dados foram analisados através do
teste TWO-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas comparacGes e as diferencas
consideradas significativas em relacio ao seu respectivo controle quando **p<0,01 ou
#p<0,01;***p<0,001 ou "*p<0,001. N = 11 para control NT e FN; 7 para pré-tratados com arterenol e
expostos a FN e 3 para células pré-tratadas com arterenol e ndo expostas a FN.

Avaliamos ainda se o pré-tratamento com carbacol poderia modular a migracdo frente a
FN. Para isso, células foram tratadas com carbacol durante 1 hora e 30 minutos em placas de 96
pOCos e em seguida tiveram sua resposta migratéria avaliada em pogos na presenca ou auséncia de
FN na membrana porada das camaras de Transwell. As andlises foram realizadas ap0s
normalizacdo do experimento pelo controle. Como esperado, as células expostas a FN migraram

mais. Contudo, ndo foi possivel observar diferencas estatistica entre as células pré-tratadas com
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carbacol e expostas a FN, indicando que semelhante ao observado para arterenol, carbacol ndo foi
capaz de modular a migracédo induzida por FN (Figura 4.14)
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Figura 4.14: O pre-tratamento com carbacol ndo modula a migracdo induzida por
fibronectina (FN). Numero de células migrantes pré-tratamento com carbacol por 1:30 e 3 horas
de migracdo na presenca ou auséncia de FN. Normalizacdo baseada no controle ndo-tratado (NT).
*= amostras comparadas ao controle NT e #= amostras comparadas ao controle FN. Os dados
foram analisados através do teste ONE-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas
comparacgdes e as diferencas consideradas significativas em relacdo ao seu respectivo controle
quando *p<0,05 ou “p<0,05. N = 11 para os controles; 7 para os pogos expostos a FN e pré-
tratados; 4 para pré-tratamento sem FN.

Com relagéo aos dados obtidos apds o célculo do nimero absoluto, foi possivel observar
diferenca estatistica na populacédo de células DP, que apresenta um perfil semelhante ao descrito

anteriormente, com aumento no nimero de células expostas a FN (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Numero absoluto de timdcitos, apos ensaio de migracao celular induzido ou néo

por fibronectina (FN), pré-tratando timocitos com carbacol.

Tratamento NT FN Carb 10nM +FN Carb 100 nM +FN Carb 1000 nM + FN Carb10nM Carb 100nM Carb1000 nM
Niimero absoluto (x10%)
DN 04+0,4 0,3+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1 0,1+0,1
DP 2,6 £0,7 5,2 £ 1,7%x+* 4,9 £ 1, 7%*+* 5,7 £ 2,3 *¥xk* 5,6 £ 2,0%** 2,6 £ 0,74 31,04 2,8+ 1,1 #HEH
CD4 0,8+0,4 1,7+0,8 1,3+0,4 1,2+0,3 1,8+0,7 04+0,1 0,6 £0,1 0,6 +0,1
CD8 0,4+0,3 0,4+0,2 0,3+0,1 0,3+0,2 0,3+0,1 0,1£0 0,2%0,1 0,10

Valores expressos em média + desvio padrdo. *= amostras comparadas ao controle NT e #= amostras
comparadas ao controle FN dentro das respectivas subpopulacfes. Os dados foram analisados através do teste
TWO-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para maltiplas comparages. **** p<0,0001ou “** p<0,0001.
N = 11 para control NT e FN; 5 para pré-tratados com carbacol e expostos a FN e 4 para células pré-tratadas
com arterenol e ndo expostas a FN.
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Com relagdo ao percentual do input, foi possivel observar diferencas significativas na
populacdo SP CD4 , onde novamente ndo € possivel observar diferencas significativas entre 0s

pocos pré-tratados com carbacol e expostos & FN (Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Percentual de input de timdcitos ap6s ensaio de migracéo celular, induzido ou
ndo por fibronectina (FN), pré-tratando timdcitos com carbacol.

Tratamento NT FN Carb 10nM +FN Carb 100 nM +FN Carb 1000 nM +FN Carb10nM Carb 100nM Carb1000 nM
Percentual do input
DN 24+24 2+0,8 1,5+0,6 1,3+0,5 1,8+0,4 0,6 +0,5 0,8+0,5 0,6 +0,5
DP 1,4+0,3 2,7+0,9 25+09 29+12 28+1,1 1,3+0,3 15+05 1,4+0,6
CD4 2,7£1,3 58+ 1,8** 47+14 4,4+0,9 6,8 £ 2,5%*** 1,6 £+ 0,3H## 2,2+ 0,3#H# 2,1+0,3 ##H#
CD8 3,729 36+19 25+0,7 2,7+14 3,1+1,0 0,9+0,3 1,4+04 1,1+0,2

Valores expressos em média + desvio padrdo. *= amostras comparadas ao controle NT e #= amostras
comparadas ao controle FN dentro das respectivas subpopulagdes. Os dados foram analisados através do
teste TWO-way ANOVA, seguido do teste de Tuckey para multiplas comparacdes e as diferencas
consideradas significativas em relacio ao seu respectivo controle quando **** p<0,0001ou ** p<0,0001.
N = 11 para control NT e FN; 5 para pré-tratados com carbacol e expostos a FN e 4 para células pré-
tratadas com arterenol e ndo expostas a FN.

4.2.4. Ensaio de Adesao de timocitos a TECs

Como vimos anteriormente, diversos fatores podem modular a adesdo de timdcitos a
TEC, portanto hipotetizamos que arterenol ou carbacol também seriam capazes de modular essa
interacdo. As drogas em diferentes concentracGes foram diluidas em RPMI e adicionadas a co-
cultivos de timécitos e TECs (linhagem 2BH4). Apoés 1 hora, as células foram fixadas, coradas e
contadas com o auxilio de microscopio oOptico invertido. Foram contados 50 campos, com auxilio
da camera Opticam (20x) acoplada ao microscépio na objetiva de (40x). Sendo 50 campos o
equivalente a uma contagem de, aproximadamente, 300-400 TECs associadas ou ndo a timdcitos.

Exemplos de tais perfis microscopicos séo mostrados na figura 4.15.
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Figura 4.15: Figuras representativas da adesdo timocitos as células epiteliais timicas da
linhagem 2BH4. A adesdo timdcitos-TEC foi realizada em meio de cultivo, na auséncia ou
presenca de arterenol ou carbacol nas concentracdes de 10, 100 nM e 1 uM. Ap0s o ensaio de
adesdo as células foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa. As fotos foram capturadas
em microscopio optico em objetiva de 40x com auxilio de camera Opticam acoplada. Setas
grossas identificam TEC e setas finas identificam timdcitos.

Apds contagem, foi calculado o indice de adesd@o (Al) de acordo com a férmula descrita
anteriormente. Observamos diminui¢cdo no Al apenas no tratamento com carbacol na concentragédo
10 nM (p=0,05) (Figura 4.16B).
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Figura 4.16: Indice de associa¢do timdcitos as células 2BH4. A) A adesdo de timdcitos as
células 2BH4 em meio com ou sem arterenol nas concentragdes 10, 100 nM e 1000 nM. B) A
adesdo de timdcitos as celulas 2BH4 em meio com ou sem carbacol nas concentragdes 10, 100 nM
e 1000 nM. Os dados foram analisados através do teste ONE-way ANOVA, seguido do teste de
Bonferroni e as diferengas consideradas significativas em relacdo ao seu respectivo controle
quando *p<0,05. N=3.

Baseado em trabalhos anteriores (109), optamos por normalizar os dados. Portanto,
substituimos o valor do controle NT de cada experimento do IA por 100% e partir desse valor
calculamos o percentual de cada tratamento. Vimos que o tratamento com carbacol induziu uma
diminuicdo significativa no grau de adesdo entre timdcitos/TECs em todas as concentracdes

utilizadas. O mesmo ndo foi observado para o tratamento com arterenol (Figura 4.14).
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Figura 4.17: Célculo do percentual do indice de associacdo (1A) TEC-timdcitos apos
tratamento com arterenol (A) ou carbacol (B). Os dados foram analisados através do teste
ONE-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni e as diferencas consideradas significativas em
relacdo ao seu respectivo controle sem tratamento quando *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001. N=3.

Uma vez que carbacol pareceu induzir diminui¢do no grau de adesao, perguntamo-nos em
qual célula, timdcitos ou TECs ou ambas, esse efeito seria observado. Uma vez que a formula do

IA leva em consideracdo, o numero de TECs totais, TECs associadas e o nimero de timaocitos, foi
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possivel montar um grafico com o niumero total de células contadas ao microscopio e avaliar se
carbacol teria algum efeito direto sobre as populagdes de timdcitos e TEC. Nao foi possivel
observar nenhuma diferenca estatistica no nimero de TECs totais, ou nimero de TECs associadas
a timocitos. Entretanto, observamos diminui¢do do namero de timécitos (Figura 4.17 C).
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Figura 4.18: Carbacol diminui o niUmero de timocitos aderidos a TECs. A) Numero de TECs
expostas a diferentes concentracdes de carbacol no ensaio de adesdao TECs/ timdcitos. B) NUmero
de TECs associadas a timocitos, expostas a diferentes concentragdes de carbacol no ensaio de
adesdo TEC/timdcitos. C) Numero de timocitos associados a TECs, expostos a diferentes
concentracdes de carbacol no ensaio de adesdo timocitos/TECs. Os dados foram analisados atraves
do teste ONE-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni e as diferencas consideradas
significativas em relagdo ao seu respectivo controle quando *p<0,05. N=3.

Considerando o envolvimento previamente demonstrado da influéncia de interacGes
mediadas por receptores de matriz extracelular na adesdo TEC-timdcitos, € plausivel pensarmos
que carbacol possa modular moléculas de adesdo, diminuindo a adesdo de timocitos as TECS.
Procuramos entdo avaliar se essa modulacdo poderia ser observada nas TECs. Nesse sentido,
TECs foram cultivadas e, apds 48 horas de cultivo, foram expostas a diferentes concentracGes de
carbacol durante uma hora, sem adicdo de timocitos. Ap6s o tratamento, as células foram

tripsinizadas e mantidas na estufa por meia hora. Realizamos entdo imunomarcacgéo para deteccao
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de receptores de ECM, VLA-4 e VLA-5 (receptores de FN) e VLA-6 (receptor de LM) (Figura
4.18 A-E).
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Figura 4.19: Andlise citofluorimétrica da expressdo dos receptores VLA-4, VLA-5 e VLA-6
em células epiteliais timicas (TECs) da linhagem 2BH4. A andlise do percentual do nimero
relativo de células marcadas com receptores de moléculas de matriz extracelular (ECM). A-F)
Plots repesentativos da analise citofluorimétrica das amostras. A) R1: Em verde, regido de células
Unicas (singlets) para eliminacdo de aglomerados celulares (doublets) levando em consideracédo os
parametros FCS-A x FCS H. B) Delimitacdo da populacdo de TECs no dotplot tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC) — regido P2. C) Histograma da expressao no isotipo (controle negativo -
IgPE). D) Histograma da expressdo de VLA-4, E)VLA-5 e F) VLA-6 em TECs ndo tratadas da
linhagem 2BH4.

59



Nossos resultados, ainda muito preliminares (N=1), sugerem que o receptor VLA-5 é o
mais amplamente expresso, seguido de VLA-6 e VLA-4. Além disso, foi possivel notar
diminuicdo no percentual de células VLA-6 positivas apds o tratamento com carbacol nas
concentragdes testadas, chegando a cair cerca de 40% no tratamento com carbacol 100 nM (Tabela
4.9).

Tabela 4.9: Numeros relativos de células epiteliais timicas que expressam receptores de
ECM, na auséncia ou presenca de carbacol.

Tratamentos NT Carb 10 nM Carb 100 nM
Receptores | % Células positivas
VLA 4 1,1 1,7 1,3
VLA 5 97,1 98,9 98,7
VLA 6 12,9 9,5 8

Valores expressam o nimero relativo de células epiteliais timicas (TECs) positivas para os receptores de
fibronectina (VLA-4 e VLA-5) e laminina (VLA-6) ap6s o tratamento com carbacol nas concentracdes 10 e
100 nM.

5. DISCUSSAO

Neste trabalho, estudamos o possivel papel dos neurotransmissores, NA e ACh, sobre 0s
componentes linfoide e epitelial do timo. Trabalhos anteriores mostraram que timdcitos e TECs
expressam receptores adrenérgicos. Foi demonstrada a presenca de a e p-AR em timocitos e
TECs, através da utilizacdo de diversos métodos, porém apenas evidéncias farmacologicas
implicam na expressdo de o, em timécitos de ratos (54). Com relacdo a expressdo de receptores
colinérgicos, foi demonstrada a presenca de nAChRs em timdcitos e em linhagens de TEC
humanas (99) e a presenca de mMAChRs em timdcitos de ratos através de radioimunoensaio (110).
Visando alcancar o objetivo geral proposto no presente trabalho, pareceu-nos relevante avaliar
inicialmente a expressdo génica de receptores adrenérgicos e colinérgicos em células timicas de
camundongos, e para tal utilizamos a técnica de RT-PCR. Detectamos transcritos para 0s genes
dos receptores aua aup, doc, B2, M1, M3, M5 e a7 em timécitos e em diferentes linhagens de TECs.

Com relacdo a expressdo dos receptores adrenérgicos, B.-AR é o mais amplamente
expresso entre as células imunes (76) e majoritariamente expresso no timo de ratos (84). Em
nossos resultados, timécitos DN parecem constituir a subpopulagdo que menos expressa B2-AR.
Este resultado esta de acordo com a literatura, uma vez que foi previamente descrito o possivel
papel desse receptor na maturacdo celular, sendo demonstrado que timécitos imaturos expressam
quantidades menores de B-AR em comparacdo a células maduras ou menos sensiveis a cortisona
(85).
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Como mencionado anteriormente, a presenca de P2-AR foi descrita em TECs de ratos,
porém nao foi feita a separacdo entre as populagbes de TECs dificultando maiores comparacoes.
Em nosso trabalho, observamos que todas as linhagens de TECs testadas, de fendtipo misto,
cortical ou medular, parecem expressar P,-AR. Foi possivel observar também que células de
fenotipo cortical (linhagem 1.4C18) apresentaram menor valor de ACT em comparacgdo as TECs
de fendtipo misto (linhagem 2BH4) e a TEC de fen6tipo medular (linhagem 3.10). Esses dados
corroboram relato anterior sobre a maior expressdao de B—AR na medula timica, sendo que
naquele estudo ndo foi relatada se essa expressao corresponderia a timocitos ou TECs (84).

A expressdo de a-AR em timécitos e células T maduras apresenta dados conflitantes na
literatura, sendo postulado que em condi¢fes normais PBMCs ndo expressariam a-ARs, tendo sua
expressao restrita a 6rgdos linfoides, sendo expressos apenas em condi¢des patoldgicas (76,87).
Além disso, Kaveelars (2002) sugere que majoritariamente timdcitos imaturos expressariam o;-
AR, cuja expressdo desapareceria durante a maturacao celular (87). Consistente com esses dados,
foi demonstrado que de fato a populacdo majoritaria de timocitos expressando a;-AR seriam
células CD3, apesar de uma pequena porcentagem de células maduras CD3'" e CD3"" também
expressarem esse receptor (88). Entretanto, Bao e colaboradores (2007) demonstraram que células
T maduras de linfonodos de ratos expressam RNAM para a3 ¢ oz —AR e que essa expressao pode
ser modulada apds a ativacdo dessas células pelo mitdgeno ConA (111). Nossos dados apontam
para a expressao de a-ARs em timocitos e nas populagdes maduras SP, sendo a;p 0 mais expresso
entre a-ARS, um resultado que diante da maior parte das evidéncias descritas ndo era o esperado,
porém pode ser explicado por diferencas entre modelos e consistentes com trabalhos como Bao e
colaboradores (2007) que mostram que células maduras podem expressar a-ARs (111). Sobre a
expressdo de a-ARs em TECs, foi demonstrado que a populacdo majoritaria de celulas que
expressam a;-AR no timo apresentam fenotipo de células ndo-linfoides, do subtipo osg presentes
no cortex timico (88). Nossos resultados diferem do proposto, uma vez que todas as TECs testadas
parecem expressar a1-AR, inclusive a linhagem de TEC de fendtipo medular. Essa discrepancia
pode ocorrer devido a diferenca de modelos experimentais, uma vez que o estudo citado foi
realizado em ratos Wistar (88), além de variacdes relacionadas a metodologia, ja que o trabalho
mencionado relata a expressdo do receptor na superficie celular (marcacdo por imuno-
histoquimica) (88) e neste trabalho avaliamos a presenca de RNAm nas células testadas.

Estendemos nosso estudo a subtipos de a;-AR. Nesse sentido é importante frisar que as
investigacdes sobre receptores a;-AR precisam incluir seus diferentes subtipos, uma vez que néo é
claro quais subtipos sdo 0s mais expressos no timo murino, alem de possiveis diferencas na
localizacdo intratimica desses subtipos, especialmente 0 a,-AR, ja que as evidéncias do seu papel

no timo sdo majoritariamente farmacoldgicas (54).
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E importante ressaltar que os niveis de NA e a expressdo de seus receptores podem ser
modulados por horménios sexuais (84). Marchetti e colaboradores (1994) demonstraram que tanto
a densidade de B, —AR quanto seu RNAm estavam aumentados durante o proestro e durante a
gravidez de ratos Sprague-Dawley (84). Além disso, é possivel observar a diminui¢dao de f—AR
em animais que sofreram ovariectomia (84). Consistente com esses dados, Pilipovi¢c e
colaboradores (2016) demonstraram que ovariectomia diminuiu a concentracao intratimica de NA,
a densidade de f2-ARs e aumentou a densidade de o1-ARs em timdcitos de ratos Albino-Oxford
(AO) de dois meses de idade, indicando que hormdnios sexuais podem modular a expresséo de
receptores adrenérgicos e a concentragdo intratimica de NA (112). Ademais, ainda é possivel
observar dismorfismo sexual entre os niveis de catecolaminas nos timos de ratos AO, onde foi
observado niveis mais altos de NA e maior expressdo de TH em animais machos quando
comparados a fémeas, sendo essas diferencas abolidas ap6s a gonadectomia nos animais (81).
Esses dados reforcam a importancia da modulagdo neuro-imune-endécrina na modulacdo do
desenvolvimento de células T, além de reforcarem a importancia da utilizacdo de modelos animais
que incluam fémeas e machos.

A expressdo de nAChRs é bem descrita na literatura. Kuo e colaboradores (2002)
descreveram a expressdo de diversas subunidades de nAChRs em timo fetal e neonatal de
camundongos C57BL/6 utilizando a metodologia RT-PCR (113). Em seu trabalho, o0s autores
demonstram que tanto no timo pré-natal quanto no timo de animais recem nascidos é possivel
observar a expressao dos receptores o2, a3, a4, a5, a7, p2 e B4 em padrdo semelhante ao
observado em neur6nios autondémicos pds-ganglionares e das células cromafins adrenais, alvos da
inervacdo colinérgica pre-ganglionar, sugerindo que células T possam responder de maneira
semelhante ao estimulo colinérgico (113). Em nosso trabalho,vimos que todas as linhagens de
TECs murinas expressam a subunidade a7, com alguma variagdo nos valores de ACT entre as
linhagens, uma vez que pareceu mais expresso na linhagem de TEC medular (ACT=12,1), seguida
na linhagem mista e sendo menos expressa na linhagem cortical (ACT=5,6+4), sugerindo que
células com fendtipo medular apresentem mais trasncritos que codificam a subunidade a7 de
nNAChRs. Com relacdo a expressdo de a7 em células T, foi demonstrado que células T imaturas
podem expressar esta subunidade (113), o que também observamos em nossos experimentos.
Entretanto, é possivel perceber que ha uma diminui¢do na expressdo de a7 nas populacées DP e
SPCD4 quando comparadas as DN e as SPCD8, sugerindo que modulagdo da subunidade o7 possa
estar relacionada a processos de maturacao celular e diferenciacéo no perfil CD4 e CD8. Dados na
literatura apontam que o7 pode estar relacionado a diferenciacdo de células T, mais
especificamente da diferenciacdo em células CD4 Treg (64). Contudo, dados na literatura apontam

que o papel da subunidade a7 na diferenciacdo em Treg seria dependente da ativacdo prévia de
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células SPCD4 via complexo TCR/CD3 (64). Além disso, outros trabalhos apontam que s6 foi
possivel observar RNAm de a7 em esplendcitos murinos SP CD4 e SP CD8" ap0s sua ativacgio
(114).

Os cinco subtipos de mAChRs foram detectados em células T maduras, macréfagos e
células dendriticas em humanos, camundongos e ratos (64,65). Além disso, foi detectada a
expressao de mAChRs em células T esplénicas (114). Em nosso trabalho, vimos que tanto
timécitos quanto TECs expressam todos 0s mAChRs testados. Dados relacionados a funcéo e a
expressao de MAChRs em células imunes apontam para a modulacdo de diversas funcoes,
incluindo aumento de citotoxicidade, formacdo de IP; e indugdo de proliferacdo celular (64).
Entretanto, dados relacionados a expressdo e a funcdo de mAChRs em células epiteliais timicas
sdo escassos (64,65). Contudo, o fato de ambos timécitos e TECs expressarem mMAChRS,
especialmente M1, pode indicar um papel importante desses receptores na comunicagdo entre
células e consequentemente na modulagédo do desenvolvimento de células T.

O timo recebe densa inervacdo simpatica. Fibras simpaticas chegam a capsula e aos
septos interlobulares do timo como plexos nervosos em conjunto com vasos sanguineos, da onde
divergem no cortex e penetram no parénquima (54). Além disso, células timicas podem sintetizar
catecolaminas, uma vez que expressam TH, indicando que a modulagdo de NA em celulas timicas
pode ocorrer através do estimulo nervoso ou intratimico (54,82), como o descrito anteriormente
para moléculas de acdo sistémica e producéo intratimica, como por exemplo, diversos horménios.
Arterenol, assim como a NA, pode interagir com o e B-ARs, tendo maior afinidade por a-AR
(108). Assim, este andlogo é capaz de modular processos de morte, proliferacéo e diferenciacéo de
células T (82). Radojevi¢ e colaboradores (2014) demonstraram que arterenol foi capaz de
diminuir a apoptose de maneira dose-dependente, sendo mais efetivo na menor concentragdo
(10nM) (108). Diferentemente de tais autores, ndo observamos nesse trabalho alteracdo no
pencentual de células apoptdticas tratadas com arterenol nas concentragdes 10, 100 e 1000 nM.
Contudo, Del Rey e colaboradores (2003) observaram um aumento na apoptose celular de
timocitos de camundongos C57BL/6 apds o tratamento com NA na concentracdo de 1 mM por 4
horas (90). N6s observamos um fendmeno semelhante apds o tratamento com arterenol, entretanto
uma diferenca significativa na apoptose celular foi observada apenas ap6s 24 e 48. Essa diferenca
pode ser consequéncia dos valores de dispersao entre 0s experimentos.

Quanto a proliferacdo celular, dados sugererem que o efeito de arterenol depende da
ativacdo prévia das células com um mitdégeno (85,108), uma vez que o estimulo com mitdgenos
leva a um aumento na expressdo de receptores adrenérgicos (85,111). Além disso, foi
demonstrado que arterenol ndo modula proliferacdo de timocitos de rato sem estimulo por

mitogenos (108).
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Diferente do descrito para inervagdo adrenérgica, ndo existem evidéncias concretas sobre
a inervacdo colinérgica no timo (96). Entretanto, ACh parece ser endogenamente produzida no
6rgdo, uma vez que tanto timécitos quanto TECs expressam receptores colinérgicos e ChAT,
constituindo um sistema colinérgico ndo-neuronal (58,59,97). Como discutido anteriormente,
timocitos e TECs expressam receptores colinérgicos (58,59,64) e, portanto, ACh poderia modular
interacBes celulares e influenciar o desenvolvimento de células T. Carbacol é um analogo ndo
hidrolisdvel de ACh e age como agonista para os receptores colinérgicos, estimulando mAChRs e
nAChRs, tendo maior especificidade por nAChRs (115, 116). Foi mostrado que o tratamento de
ratos Sprague-Dawley com atropina induziu aumento no percentual de células apoptéticas no
timo, indicando que ACh enddgena inibe a apoptose de timdcitos in vivo (97). Os autores
buscaram avaliar se o tratamento de timdcitos murinos com drogas colinérgicas poderia modular a
apoptose in vitro e observaram que células submetidas a doses de carbacol de 10, 107 e 10° M
ndo apresentaram diferenca no percentual de células apoptoticas (97). Consistente com esse dado,
ndo observamos alteracdo na morte de timdcitos apds tratamento ex-vivo com carbacol nas
concentragdes 100 e 1000 nM. Entretanto, aqueles autores observaram modulacdo da apoptose
apenas apos a co-cultura de timocitos com linhagens de TECs e demonstraram que o efeito pro-
apoptético era inibido na presenca de carbacol 107, indicando que os efeitos de carbacol e
consequentemente de ACh podem ser dependentes do microambiente timico e da interacdo celular
entre timdcitos e TECs (97).

Como mencionado anteriormente, o estimulo de NnAChRs e mAChRs levam a alteracdes
bioguimicas em células T (59). O estimulo de timdcitos de ratos com concentracfes variadas de
ACh levaram a sintese de DNA e consequente proliferacdo celular (117). Estes autores mostraram
ainda que baixas concentracdes de ACh (5x10° a 107 M) induziram estimulo independente de
célcio, enquanto que doses elevadas (5x10™° M) também induziram proliferacdo, porém através de
uma via de sinalizacdo dependente de calcio, indicando que o estimulo por ACh pode ocorrer
segundo uma curva ampla de concentracdes e através de diferentes receptores (117). Por outro
lado, Rossi e colaboradores (1989) demonstraram que timécitos totais expostos a ConA nao foram
responsivos ao estimulo proliferativo de drogas colinérgicas (Carbacol, nicotina e Oxo-M). Ao
separarem as populagdes em timdcitos totais, PNA™ (timécitos imaturos) e PNA™ (timdcitos
maduros), apenas os timécitos PNA™ foram responsivos ao carbacol em concentragdo de 10 M
(118). Os autores atribuiram a falta de resposta de timocitos totais principalmente a baixa
porcentagem de timécitos PNA™ indicando uma ativacdo seletiva de diferentes populagcbes de
células T a drogas colinérgicas (118). Além disso, é importante ressaltar que, semelhante ao
relatado para arterenol, células estimuladas com mitdégenos apresentam aumento no conteudo de

ACh intracelular, aumento na expressdo de ChAT e de alguns receptores colinérgicos, sugerindo

64



dificuldades de observar fénomenos de modulagdo colinérgicas em células ndo estimuladas (64).
Consistente com essa hipotese, ndo observamos nenhuma modulacéo na proliferacéo celular frente
ao tratamento com carbacol e sem adi¢do de estimulos mitogénicos.

Durante o desenvolvimento de células T, os timdcitos migram interagindo com diferentes
componentes do microambiente timico (1,8). Diversas moléculas podem influenciar a migracao
dos timdcito, incluindo moléculas de ECM, citocinas e quimiocinas em diferentes concentracdes e
regides dos l6bulos timicos (1,8). Mendes-da-Cruz e colaboradores (2008) desenvolveram o
conceito de migracdo celular multivetorial, uma vez que a migracdo de timécitos em uma
determinada velocidade e direcdo € o resultado de diversos estimulos, bem como da capacidade de
resposta dessas células por meio desses estimulos (28).

Dados apontam para a presenca de diversas moléculas expressas no SNC e no sistema
imune e sua modulacdo na diferenciacdo de células T. Lepelletier e colaboradores (2007)
demonstraram que celulas timicas linfoides e ndo-linfoides expressam o receptor Neuropilina-1
(NP1) e seu ligante semaforina-3A (119). Foi demonstrado também que o estimulo de timdcitos
através do TCR leva a um aumento na expressdo de semaforina-3A, que induz uma diminui¢do na
adesdo de timocitos & TECs e induz a migracdo por um efeito repulsivo (119). E possivel tracar
paralelos entre o descrito para neuropilinas e semaforinas e possiveis modulacdes celulares
induzidas por NA e ACh, uma vez que todas sdo moléculas descritas no SNC e que a ativacdo do
TCR induz a um aumento na expressdo de seus ligantes e receptores. Ademais, NA e ACh foram
descritas como capazes de modular eventos migratorios em diversas células imunes (56,120). Por
exemplo, em modelo in vitro, verificou-se que NA foi capaz de exercer atividade quimiotatica e
quimiocinética em células dendriticas imaturas, via a;—AR (101). Em outros modelos, viu-se que a
ativacdo de P.-AR pode suprimir migracdo de neutrofilos a fatores sabidamente gquimiotaticos
(56). Foi demonstrado também que NA, na concentracdo 10° M, pode inibir a capacidade de
movimento direcionado ao longo de um gradiente quimiotatico em células T e esse efeito parece
ser mediado por receptores o e 3 (120).

A migracdo de células imunes sob estimulo de ACh ocorre principalmente através da
modulacdo do endotélio, uma vez que a ativacdo de M3 mAChR em células endoteliais leva a
inducdo da producdo de oxido nitrico (NO), que por sua vez, atua induzindo vasodilatacdo nas
células do musculo liso vascular (121). A vasodilatacdo é essencial durante processos
inflamatérios, facilitando a migracdo de células imunes para locais de infec¢do (1). A ACh que
estimula esse processo € produzida por células T maduras SP CD4 e SP CD8 que, apés ativacao,
seja por estimulo do complexo CD3/TCR, citocinas ou até mesmo pelo estimulo de B,-AR induz
aumento na expressao de ChAT e aumento na producdo de ACh, que podera mediar processos
migratorios (121,122).
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Sabendo das informacGes sobre as acdes de NA e ACh na migracdo de céulas imunes e
apos a detecgdo dos receptores adrenérgicos e colinérgicos detectaodos nas populacées celulares
testadas, nos perguntamos se arterenol ou carbacol poderiam modular a migracdo de timécitos
murinos. Avaliamos inicialmente se estes analogos teriam efeitos quimioatraentes quando
adicionados no pogo inferior de camaras de Transwell. Ndo observamos efeitos quimioatraentes
em nenhuma das concentragfes testadas para arterenol ou carbacol. Em seguida, avaliamos se o
pré-tratamento com as mesmas drogas seria capaz de modular a migracdo induzida por FN. O
tratamento com arterenol ou carbacol ndo foi capaz de modular a migracdo de timocitos frente a
FN.

Apobs a avaliacdo da expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos e possiveis
efeitos funcionais na morte, proliferacdo e migracdo celular, avaliamos se arterenol ou carbacol
poderiam modular a adesdo de timdcitos ao epitélio timico. Como mencionando anteriormente, a
adesdo de timocitos a TECs € um processo essencial no desenvolvimento das células T, uma vez
que TECs influenciam na diferenciacdo através de interacbes membrana-membrana (36).
Avaliamos entdo se o tratamento com arterenol ou carbacol poderia modular a adeséo de timécitos
a TECs em modelo de co-cultivo, por uma hora. Vimos que arterenol ndo foi capaz de induzir
alteracdes estatisticamente significativas na adesdo timocitos a TECs. Por outro lado, carbacol na
concentracdo 10 nM induziu diminuicdo nos indices de associacdo (IA) heterocelular. O calculo
do 1A leva em consideracdo diversos parametros incluindo o niamero total de TECs contadas ao
microscopio, 0 numero de TECs associadas a timocitos e 0 nimero de timocitos associados a
TECs. Vimos uma diminuicdo significativa no numero de timocitos associados a TECs nas
concentracdes de carbacol 10 e 100 nM. Esse fénomeno nao foi observado na concentracdo mais
alta, indicando que o efeito diminui gradativamente conforme o aumento da concentracéo.

Por fim, iniciamos experimentos que terdo como objetivo definir quais interacdes
moleculares poderiam estar envolvidas neste efeito. Trabalhos anteriores de nosso grupo
mostraram que diversas moléculas podem influenciar na adesdo de timécitos a TECs, incluindo
horménios, citocinas e ligantes e receptores de ECM (36,47,109,123). Como descrito
anteriormente, moléculas de ECM sdo componentes importantes do microambiente timico,
mediando interacdes célula-célula e facilitando a migracao de timocitos, que depende de processos
de adesdo e de-adesdo entre timocitos e diferentes células microambientais (123). Dentre as
moléculas de ECM responsaveis pela mediacdo das interacGes celulares estdo FN, LM e colageno
tipo IV e respectivos receptores (123,124). Diversos fatores podem modular moléculas de ECM
no timo (47). Demonstrou-se que o tratamento de TECs com hormdnios hipofisarios GH e PRL
induz aumento nos niveis de FN, LM e seus receptores VLA-5 e VLA-6, respectivamente,

induzindo ainda aumento no indice de associagdo entre timocitos/TECs (36). Esse aumento é
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dependente de ECM uma vez que o bloqueio de receptores de ECM aplicados as TECs inibiu os
efeitos dos horménios (36). Poderiamos entdo hipotetizar que ACh pudesse mediar a diminuicéo
no indice de associagdo de timocitos a TECs via regulagdo de ECM, nesse caso diminuindo a
expressdo de ligantes e/ou receptores de ECM nas TECs. Avaliamos se o tratamento com
carbacol, nas mesmas condi¢es do ensaio de adesdo, porém sem a adicdo de timocitos, poderia
influenciar a expressao de receptores de FN e LM, VLA-4, VLA-5 e VLA-6 nas TECs. Resultados
preliminares indicam que carbacol parece induzir diminui¢do na expressdo membranar do receptor
VLA-6, indicando que este efeito do andlogo de ACh possa diminuir a adesdo de timocitos a
TECs via diminuigdo no receptor de LM. No entanto, tal experimento carece de confirmagé&o.

LM ¢é parte do grupo de moléculas que pode influenciar na migracdo de timdcitos, sendo
capaz de induzir migracdo de timdcitos isolados ex-vivo em camaras de Transwell (123,125).
Como proposto no modelo multivetorial de migracdo de timdcitos, diversos fatores relacionados a
migracdo agem de forma sinérgica contribuindo para o vetor resultante (28). Diversas moléculas
foram descritas como capazes de influenciar a migracdo frente a LM, incluindo semaforina-3A e
GH (119,124). Nossos resultados do ensaio de adesdo demonstraram que o tratamento com ACh
induz a diminuicdo da adesdo de timocitos e essa diminui¢do parece estar relacionada com a
modulacgéo do receptor de LM VLA-6. Portanto, a hipdtese de que a migragédo de timocitos frente

a LM apds o tratamento com ACh poderia tambem estar alterada ndo pode ser descartada.

6. CONCLUSOES

Diversos trabalhos buscaram desvendar a expressdo de receptores adrenérgicos e
colinérgicos e as funcbGes dessas moléculas no timo. Porém, dados a respeito de parametros
essencias para diferenciacdo de timdcitos, como migracdo e adesdo, sdo escassos na literatura,
reforcando a importancia desse trabalho.

Detectamos a expressdo de receptores adrenérgicos aia, oip, ozc € P2 € de receptores
colinérgicos M1, M3, M5 e a7 em timocitos e respectivas subpopulacbes DN, DP, SP CD4,
SPCD8, assim como em diferentes linhagens de TEC. Nas subpopulacdes de timdcitos foi
possivel observar alteracdes no padrdo de receptores que podem estar envolvidos na maturagédo
celular, como B,-AR mais expresso em timdcitos DP, SP CD4, SPCD8 quando comparados a
subpopulacdo mais imatura DN. Além disso, a subunidade de nNAChRs o7, parece mais expresso
na subpopulacdo de DN e SPCD8. Foi observado um perfil semelhante de expressdo entre
timocitos e TECs, com B,-AR sendo o menos expresso entre as populacbes celulares, aip 0 mais

expresso entre 0s a-ARs e M1 0 mais expresso entre os receptores colinérgicos.

67



Por outro lado, carbacol e arterenol, nas concentracdes em diferentes concentragfes ndo
modularam morte celular em timécitos em nenhum dos periodos de tempo avaliados (3, 4, 6, 24 e
48 horas). Apenas arterenol em alta concentragdo, 1 mM, foi capaz de induzir a apoptose.

Apesar da expressdo de receptores adrenérgicos e colinérgicos em timécitos, nenhuma
das drogas foi capaz de modular a proliferacdo celular sem estimulo prévio por mitdgenos. Além
disso, esses agonistas também ndo mostraram ter efeito quimiotatico sobre os timdcitos. Por fim,
vimos que carbacol (mas ndo arterenol) foi capaz de diminuir a adeséo de timdcitos a TECs.

Em conjunto, nossos dados indicam que carbacol pode modular fendmenos bioldgicos
relacionados com a adesdo de timdcitos a TECs, indicando assim que este evento bioldgico,
crucial nas interagdes TEC-timadcitos, pode ser modulado por ACh (Figura 6.1). Serd importante
em futuro préximo aprofundarmos estes estudos, no sentido de demonstrar que interacdes adesivas

estdo sendo alvo de modulagdo colinérgica, assim como a respectiva castata de sinalizacéo celular.
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Figura 6.1: Carbacol diminui a adesao de timocitos a TECs. A)Timdcitos (células roxas) e
TECs (células amarelas) expressam receptores adrenérgicos (receptores vermelhos) e colinérgicos
(receptores no formato “v” e cilindrico) e apresentam um perfil de expressdo semelhante. A adesdo
de timocitos a TECs depende de diversos fatores, incluindo méleculas de matriz extracelular,
como lamininas (estrturas entre as células de cor azulada). B) A adicédo de carbacol (circulos
azuis) nas concentracdes 10, 100 e 1000 nM ao meio durante o ensaio de adesdo induz a
diminuicdo no indice de adesdo. Observamos que apds o tratamento com carbacol, ha um nimero
menor de timdcitos associados a TECs, essa diminui¢do parece estar relacionada com a menor
expressao o receptor de laminina (receptor em forma de “u” de cor roxa) VLA-6 em TECs.

Criado através de ferramente disponiveis em <biorender.com>.
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