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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ailin Lepletier de Oliveira

No curso das doencas infecciosas, os circuitos neuroendécrinos e imunes atuam em
conjunto facilitando a resposta do hospedeiro. Alteragdes no eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal sao frequentemente associadas a infeccbes, como as causadas pelo
Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas. Durante a fase aguda
da infecgdo por T. cruzi, a acgado pré-apoptética de glicocorticdides (GC),
sistemicamente aumentados, sobre timécitos CD4+CD8+ (DP), resulta em atrofia
timica. Recentemente, nosso grupo demonstrou expresséo alterada de prolactina
(PRL), um outro horménio relacionado ao estresse, durante a infec¢do por T. cruzi.
Com base no conhecimento das agcdes imunomoduladoras de PRL, como a protecao
de timdcitos da apoptose induzida por GC, pretendemos no presente estudo investigar
uma possivel funcdo da ativacdo cruzada entre os receptores intratimicos de PRL e
GC (PRLR e GR, respectivamente) no desencadeamento da atrofia timica induzida por
T. cruzi. Observamos um circuito intratimico especifico de modulacdo de ambos os
horménios durante a infeccdo experimental por T. cruzi em camundongos adultos
jovens. Enquanto os niveis plasmaticos de PRL e GC apresentaram-se aumentados
no inicio da fase aguda da infecgédo, quando o processo de atrofia timica € instaurado,
0s niveis intratimicos desses hormobnios diminuiram, restabelecendo-se
posteriormente aos niveis fisioldgicos do controle nao-infectado. Paralelamente,
variagbes da expressao intratimica de PRLR e GR, ocorreram em acordo com a
modulagao local de seus ligantes. No inicio do processo de atrofia timica, quando
muitas células DP estdao entrando em apoptose, observamos aumento da expressao
de GR e diminuigdo de PRLR. Em um segundo momento, durante a fase mais tardia
da infecgao experimental por T. cruzi, houve restabelecimento da expressao génica de
ambos os receptores nessas células. Nessa fase, quando o processo de morte celular
encontra-se estabilizado e somente algumas células aparentemente mais resistentes a
acgao pro-apoptoética de GC sobreviveram, observamos aumento da proteina Bcl-xI, um
importante fator anti apoptético induzido por PRL. Em acordo com esses achados,
utilizando-se um modelo de inducdo de apoptose in vitro, verificamos maior
Suscetibilidade de timécitos a morte induzida por GC nos periodos iniciais da infecgao,
bem como aos efeitos protetores de PRL, o que nao foi observado na fase mais tardia
da infecgdo. Tomados em conjunto, nossos dados apontam para uma fungao cruzada
(cross-talk) entre PRLR e GR intratimicos, e que seria responsavel pela manutencgao
da homeostasia timica. Nesse sentido, alteragcbes desse circuito podem contribuir para
0 processo de atrofia timica caracteristico da fase aguda da infecgao pelo T. cruzi.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION

Ailin Lepletier de Oliveira

During infectious diseases, neuroendocrine and immune networks act in concert,
facilitating host response. Disorders in the hypothalamic-pituitary-adrenal axis are
frequently observed associated to infections. It has been demonstrated that increased
level of circulating glucocorticoids (GC) systemic levels during the acute phase of
Trypanosoma cruzi infection, the etiological agent of Chaga’s disease, results in
thymus atrophy. Such steroid can trigger apoptosis on cortical thymocytes bearing the
phenotype CD4"CD8" (DP) via a specific glucocorticoid receptor (GR). Changes in
thymocyte development may have an important consequence for the disease, i.e.,
further autoimmune reactions. Recently our group demonstrated altered expression of
prolactin (PRL), another hormone related to stress, during T. cruzi infection. Based on
studies showing expression of PRL receptors (PRLR) on lymphocytes, and its effects
on growth, differentiation, and apoptosis in lymphoid cells, this hormone is supposed to
functions as an immunomodulator. Furthermore, prolactin protects T cells from GC-
induced apoptosis both in vivo and in vitro, which corroborates to this hypothesis.
Based on these data, here we aim to investigate the possible role of intrathymic GR-
PRLR cross-talk to the outcome of T. cruzi induced thymus atrophy.

Our results demonstrate altered intrathymic PRL and corticosterone levels during the
acute phase of T. cruzi infection. When the same hormones were evaluated on
plasma, a different modulation was detected, suggesting an independence of
intrathymic and systemic circuits that may be related to thymus atrophy. Furthermore,
we detected the variation of PRLR and GR intrathymic expression, that ocurred in
accordance to the modulation of their locally produced ligands. The analysis of DP cells
that survived to the apoptosis process at the late phase of acute infection,
demonstrated increased PRLR expression in parallel to the decrease of GR levels,
This receptor expression profile courses with an increase of anti apoptotic proteins
and the stabilization of the thymus atrophy process and seems an important factor for
the survival of these cells. Using an in vitro model of thymocyte apoptosis induction, we
observed that such alterations result in different GC-induced cell death susceptibility as
well as an altered answer to prolactin anti -apoptotic effects.

Taken together our results point to an relevant intrathymic PRLR-GR cross-talk
involved in thymus homeostasis. In this way, changes of this circuit may contribute to
the outcome of the thymus atrophy characteristic of the acute phase of T. cruzi
infection.
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1. INTRODUGAO

Estudos em nosso Laboratério tém evidénciado o timo como um
importante alvo em infec¢gdes agudas, particularmente na infecgédo chagasica
experimental. Este orgao linféide primario é responsavel pela maturagcdo de
linfécitos T, que expressam uma ampla variedade de repertério de receptor de
células T (TCR) capaz de reconhecer antigenos nao-préprios e gerar, direta ou
indiretamente resposta imune contra um agente estranho.

A homeostasia do timo estd relacionada ao equilibrio
neuroimunoenddcrino do individuo. Animais infectados por Trypanosoma cruzi,
o0 agente etiolégico da doenga de Chagas, apresentam uma severa atrofia
timica, com deplecdo de timécitos duplo-positivos (DP), simultaneamente a
liberacdo anormal de células imaturas potencialmente autorreativas, para a
periferia do sistema imune. Sabe-se que tais alteragdes timicas decorrem em
parte da acdo de hormdnios glicocorticéides (GC) sobre o timo, cujos niveis
plasmaticos encontram-se bastante elevados em modelos experimentais de
infeccdo aguda. Por outro lado, pouco se sabe sobre o papel de outro horménio
imunorregulador relacionado ao estresse, a prolactina (PRL), sabidamente
produzida por timécitos, e que parece contrabalancear os efeitos
imunossupressores de glicocorticoides (GC).

Considerando esses dados, pretendemos no presente trabalho, verificar
a interacdo das vias intratimicas de PRL e GR no processo de atrofia timica

que ocorre durante a infecgao chagasica experimental.

1.1. Aspectos Gerais do Timo

Como mencionamos acima, o timo € um o6rgao linféide primario que
promove o desenvolvimento e a formacgao do repertorio de linfécitos T. Situa-se
no mediastino anterior, préximo do coragdo e de grandes vasos da base.
Possui dois lobos envolvidos por uma capsula delgada de tecido conjuntivo que
penetra no 6rgao através de prolongamentos ou septos que, ao se unirem,
dividem o 6rgdo em loébulos. Os septos, formados por fibroblastos e matriz
extracelular enriquecida em colageno tipo |, partem da capsula e penetram no
parénquima do timo chegando as regides de intersegéo entre cortex e medula,
delimitando os Iébulos timicos e carreando vasos sanguineos (Crivellato et al.,

2004). Cada lobulo timico possui quatro regides que podem ser demarcadas

12



por parametros histologicos e de diferenciacdo de timécitos: regiao
subcapsular, cortical, cortico-medular e medular. A parte periférica de cada
I6bulo, denominada cortex, € formada por tecido linféide denso e contém a
maioria dos timaécitos relativamente imaturos e em proliferacdo, enquanto a
porcao central ou medula é constituida por tecido linféide frouxo e contém as
células maduras (Nitta et al., 2008). O microambiente de cada I6bulo timico é
essencialmente formado por uma rede de células epiteliais, macréfagos e
células dendriticas e ainda uma rede de moléculas de matriz extracelular
(ECM), por entre as quais migram e interagem os timadcitos - designacao geral
das células em diferentes estagios de diferenciacdo que vao dar origem aos
linfécitos T maduros.

O timo se mantém em crescimento até a 10.? semana de idade pos-
natal, com intensa atividade mitdtica de timdcitos, passando entdo a sofrer
perda da massa linfocitaria, principalmente em seu cértex, fendmeno esse
denominado involugdo timica natural (Aspinall & Andrew, 2000). A regiédo
cortical pode desaparecer completamente, enquanto o0s remanescentes
medulares persistem, e € possivel que a diferenciacdo de células T no timo
continue durante toda a vida do individuo adulto, ainda que em taxas muito
reduzidas. Além disso, observa-se com o passar da idade a presencga de
quantidades crescentes de tecido adiposo no parénquima do 6rgao, o qual
parece surgir de precursores de tecido conjuntivo intralobular (Dixit et al.,
2010). A atrofia timica esta associada a sensibilidade dos linfocitos T corticais a
acao dos corticoides (Pazirandeh et al., 2004), podendo ser acelerada em
resposta a estimulos de infecgdes agudas, estresse e desnutrigdo (Savino et
al.,2007).

Os progenitores de linfécitos T que se desenvolvem no timo sao
derivados de células-tronco hematopoiéticas que migram ativamente para o
orgao, interagindo com o microambiente cortical e medular através de
interagbes célula-célula e célula-ECM ou ainda através de fatores soluveis.
Estas interacbes celulares determinam a migracdo e diferenciagdo dos
precursores (von Boehmer et al., 2003; von Boehmer, 2004; Petrie & Zuniga-
Pflucker, 2007), que sdo comumente caracterizadas pela expressao temporal e
coordenada de proteinas de superficie celular, que incluem dentre outras, as
moléculas CD25, CD44, CD4, CD8 e o TCR, acoplado ao complexo CD3.
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Consequentemente, a interacdo dos timécitos com o microambiente timico e
sua gradual diferenciagdo (Savino et al., 2002; 2004; Ciofani & Zuniga-Pflucker,
2007) gera um repertorio intratimico de células T, diverso e funcional, restrito
ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e tolerante aos antigenos
proprios do organismo. Os linfécitos T maduros, assim selecionados no timo,
sdo liberados para a circulagdo sanguinea e colonizam regides especificas nos
orgaos linfoides periféricos, as chamadas areas timo-dependentes. Nestes
locais, os linfécitos T ativados poderdo proliferar em resposta a um
determinado estimulo antigénico, e em seguida migrar para sitios especificos,
onde irdo exercer sua atividade efetora. Portanto, a formagao do repertério de
células T consiste em etapas determinantes durante o desenvolvimento dos
timocitos. A dindmica de migragdo dos timécitos em desenvolvimento através
dos distintos compartimentos timicos € crucial para a sele¢ao e formacao deste
repertério de ceélulas T, que sera discutida detalhadamente nas sec¢des

posteriores.

1.2. Composi¢ao do microambiente timico

As células epiteliais timicas compdéem a maior parte do microambiente
timico (Savino et al., 2003; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et al., 2008).
Podem ser classificadas em corticais ou medulares de acordo com a
localizacdo e expressao diferencial de citoqueratina. Ao contrario das TEC
corticais (cTEC) que expressam K8 em condi¢des fisioldgicas, as TEC
medulares (NTEC) expressam K5.

As cTEC sao caracterizadas fenotipicamente com base na expressao
dual de EpCAM1 e Ly51 (Derbinski et al., 2001). Sdo fundamentais no
processo de recrutamento de precursores hematopoiéticos e comprometimento
dessas células com a linhagem T, o que esta relacionado a expressdo de
ligantes de Notch e de diferentes integrinas, além da produg¢do de proteinas da
ECM e de citocinas por essas células (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et
al., 2008). Tais caracteristicas também estdo relacionadas a migragao de
timocitos durante o processo de diferenciagéo intratimica, rearranjo de TCR e
selecao positiva, etapa essa mediada pela expressao funcional de moléculas

MHC de classe | e Il na superficie das cTEC.
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Na regiao cortical do timo também encontramos complexos
linfoepiteliais, as células nurse timicas, que estdo arranjadas de forma a criar
um microambiente especial para a diferenciacdo e proliferagdao de timécitos
através de interagdes que ocorrem entre timocitos e TEC, mediadas por fatores
soluveis, ECM e interagcbes MHC-TCR. Tais complexos, juntamente a
macrofagos timicos, participariam da eliminagdo dos timocitos que sofrem
apoptose, devido ao rearranjo génico nao-funcional do TCR, ou por ndo terem
sido positivamente selecionados (Hiramine et al., 1996), corroborando dados
que demonstram que o tratamento apoptogénico com anticorpo monoclonal
anti CD3 gera aumento no numero de TNC nos animais tratados (Aguilar et al.,
1996).

As TEC medulares (mTEC) apresentam fenotipo EpCAM1'Ly51" e
expressam ambas as moléculas do MHC classe | e classe Il. O
desenvolvimento e organizacdo anormal de mTEC esta associado a
autoimunidade (Derbinski & Kyewsk, 2005). O estabelecimento de tolerancia no
timo depende de diversos mecanismos que envolvem selecdo clonal com
delecédo e indugao de anergia de timdcitos que expressam TCR potencialmente
autorreativos, com alta especificidade por complexos MHC-peptideo expressos
por células dendriticas e mTEC, além da selegdo positiva de células T
reguladoras de fenotipo CD4"'CD25"FoxP3™ (Derbinski et al., 2005; Mathis &
Benoist, 2007). A identificagdo de uma subpopulacdo de mTEC expressando o
gene codificador da proteina AIRE (do Inglés, “autoimmune regulator”) indica a
importancia dessas células para o processo de tolerancia central. Essa
proteina de 545 aminoacidos apresenta localizagdo nuclear, o que consistente
com a sua fungao reguladora transcripcional de genes-alvo (Buckland, 2006). A
deficiéncia de AIRE resulta na reducédo da expressao intratimica de antigenos
de restrigao tecidual (TRA) em mTEC e gera defeitos de indugéo de tolerancia
e autoimunidade tecido-especifica. Tais dados sugerem que a expressédo de
AIRE em mTEC permite a expressao intratimica de antigenos proprios gerando
a tolerancia central de linfécitos T (Boehm et al., 2003; Ciofani & Zuniga-
Pflucker, 2007). Este arranjo intratimico de proteinas proprias da periferia &
apresentado aos timécitos diretamente pelas mTEC ou de forma cruzada por
células dendriticas durante os eventos de selecdo negativa, conforme

detalhado adiante.
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As células dendriticas do microambiente timico (TDC) apresentam-se
fenotipica e funcionalmente distintas. Estdo localizadas principalmente na
medula, ao longo dos vasos sanguineos e especialmente na jungdo cortico-
medular. As TDC convencionais sado heterogéneas e formam duas
subpopulagdes, uma principal, que se desenvolve a partir de precursores
intratimicos, e uma menor, provavelmente de origem extratimica. Evidéncias
crescentes sugerem que as TDC possam realizar apresentagdo cruzada de
peptideos proprios para timécitos em desenvolvimento, exercendo um
importante papel na selegcdo negativa e indugdo de tolerdncia central por
delecao clonal (Heath et al., 2004; Kyewski & Derbinski, 2004), diferentemente
do que é visto para as mTEC, cujo efeito tolerogénico esta relacionado
principalmente a indugdo de anergia de células T. Além disso, uma segunda
populacdo intratimica de TDC plasmacitdides produzem interferons tipo | em
situagbes de ativacdo, o que pode estar relacionado a participagédo na
diferenciagao intratimica.

Como componentes do microembiente timico presentes em firme
contato com timécitos também estdo os macréfagos, os quais parecem
interferir na diferenciacado de timdcitos através da apresentagao de antigenos e
da liberagao de citocinas. De forma mais importante, como células fagocitarias,
parecem ter importancia fundamental na reabsor¢cao de timdcitos que sofreram
apoptose (Odaka C & Mizuochi T, 2002), fendmeno esse relacionado a selegéo

negativa e ainda a involugao do 6rgao, e que sera discutido mais adiante.

1.3. Timopoiese: diferenciagao de células Tap e seleg¢ao intratimica

Embora o timo gere continuamente linfocitos T, ndo contem células-
tronco com capacidade de autorrenovagao. Assim, o repovoamento linfocitario
do timo depende do recrutamento periédico de progenitores hematopoiéticos
circulantes no sangue (Boehm & Bleul, 2006).

Ap6s a entrada de precursores no timo, ocorrem muitas alteracdes
fenotipicas relacionadas a expressao sequencial de diversas proteinas e
rearranjo de genes de TCR. Tais modificacbes sdo determinadas pela
interacdo de timocitos com fatores expressos em diferentes nichos do

microambiente timico. Parte de tais interacdes esta relacionada aos eventos de
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migracao celular. Nesse sentido, foi proposto que o grupo de interacdes
moleculares relativas a migracao intratimica de linfécitos caracterizaria um
sistema multivetorial que determinaria o tempo e a direcdo da locomocéao
celular durante o processo de diferenciagao intratimica (Mendes-da-Cruz et al.,
2008).

A maturagao intratimica de linfécitos T expressando TCR a3 pode ser
definida com base na expressao diferencial dos marcadores c-kit, CD3, CD4,
CD8, CD24, CD25, CD69 e CD44 em diferentes estagios de desenvolvimento
(Tabela1.1).

Molécula Participagao no desenvolvimento de células T
c-kit

Receptor de fator de crescimento de células tronco (SCF), & densaments
EXpresso nos primeiros estagios de maturacdo e diminui apds o rearranjo de
genes que compbem a cadeia B do receptor de antigenos de células T (TCR).

complexo CO3 . ) : ,
P Formado por um conjunto de proteinas assodadas ac TCR, e fundamental na

transducdo do sinal produzido pelo reconhacimento do antigeno.

CD4 e CD8 S3o glicoproteinas transmembranares; co-receptores associados ao TCR

envolidos no processo de diferendacio e ativacio de células T através,
respectivamants, da ligacdo especifica ao complexe MHC de classe Il & |
EXPressos no microambisnts timico.

HSA ou CD24 N .
Expressa em altos niveis antes do processoc de selecac e ausentz nas

populacies pos-seledonadas, & uma proteina envolvida na apoptose
mediada por ativagdc do TCR, participando da sinalizacao intracelular
durante os eventos de selecdo negativa.

CD25 Compeonente do receptor de IL-2, a indugdo de sua expressao no estagio de

DM2 estad associada ao comprometimento dessas células com a geracio de
linfacitos T em detrimeanto a celulas dendriticas.

CDg9 N . ) . .
Marcador de ativacao celular recente, sua expressac no timo esta tambem

relacionada ao processo de emigracio detimocitos diferenciados.

cha Receptor de  acido  hialurdnico,  pode  interagir também  com
metaloproteinases. Expresso em timocitos coricais, paricipa dos processos
de interacdes celulares, adesdo e migracio.

Tabela 1.1. Caracterizagdo das principais moléculas envolvidas na timopoiese*.
(Adaptado de Robey, 1990)

A expressao diferencial das glicoproteinas CD4 e CD8 pode ser utilizada
para identificar dois pontos principais dos eventos de diferenciag¢ao intratimica:
a transicdo de células imaturas CD4'CD8 (DN) para CD4'CD8" (DP), apos
extensa proliferagdo celular, e dessas para o estagio de células T maduras
CD4" ou CD8" simples-positivas (SP), originadas a partir do processo seletivo

dependente de expressao do TCR.
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Apos a entrada no timo, os progenitores T hematopoiéticos iniciam o
processo de diferenciagdo de timocitos dando origem ao estagio DN do
desenvolvimento de células T. As células DN1 (CD25CD44") encontram-se na
regido cortical, onde, sdo expressos em niveis mais altos o ligante de Notch,
Delta-likel (Schmitt et al., 2004). Aparentemente € a sinalizagao via Notch que
induz o comprometimento destas células com a linhagem linféide (Laiosa et al.,
2006; Radtke et al., 1999) enquanto a interleucina-7 (IL-7) e o ligante de CD117
sdo necessarios para a proliferagao nesse estagio (Wang et al., 2006).

Conforme migram para a zona subcapsular, essas células se
diferenciam em DN2 (CD25°CD44") (Capone et al., 1998; Livak et al., 1999),
quando a expresséo dos genes de ativagdo de recombinase (RAG) aumenta;
aqui é detectado o primeiro rearranjo dos genes para as cadeias TCRy e TCRG,
mas nado para a cadeia TCRB, o que sé ocorre no estagio DN3 (CD25*CD44"),
marcando irreversivelmente o comprometimento com a linhagem T. Nesta
etapa, ocorre um processo de selegdao denominado selegao [, quando as
células que nao finalizam o rearranjo do TCRB morrem e somente células bem-
sucedidas, que expressam um receptor de célula T imaturo (pré-TCR),
sobrevivem e prosseguem no processo de diferenciagdo. A partir de entdo,
ocorre a transicdo de DN para DP passando pelo estagio pré-DP ou DN4
(CD25°CD44"), onde extensa proliferagcado mediada pelo pré-TCR ocorre. Nesse
contexto, a expressdao de um pré-TCR completo (TCRB, CD3 e componentes
pré-TCRa) em DN3 n&o so6 estimula a expressdo de CD4 e CD8 como também
diminui CD25 (Rothenberg et al., 2008), exerce exclusdo alélica de TCRp,
indugao do rearranjo de TCRa e uma grande proliferagéo celular (Penit et al.,
1995), desencadeando uma série de eventos que culminam na geragao de
timocitos DP que ndo mais se dividem. Ainda no estagio DP os genes de TCR
sdo completamente rearranjados, e o rearranjo produtivo leva a expresséo
membranar de baixos niveis de TCRa complexados a molécula CD3. Células
assim rearranjadas sao selecionadas positivamente quanto a capacidade em
interagir com o complexo peptideo-MHC expresso no microambiente timico
(Dervovi¢ & Zuhiga-Pflucker, 2010). Similarmente, a maturacdo dos estagios
SP CD4" ou CD8", a partir de DP, é também mediada por eventos relacionados

a sinalizacao de TCR; nesse caso envolvendo a forma completa do TCRap.
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Os processos de selecdao envolvem a afinidade/avidez das interacdes
entre o TCR dos timécitos e o complexo peptideo-MHC expresso por células
apresentadoras de antigeno (Bevan, 1997; Speiser et al., 1989). A selecéo
positiva resgata os timécitos da morte celular programada (explicada
ulteriormente) quando ha uma avidez moderada na interagcdo TCR/peptideo-
MHC (Mick et al., 2004). Timdcitos que nao passaram por um rearranjo
produtivo de TCR néao interagem e morrem por negligéncia. A partir da selecéo
positiva sdo obtidos clones de células T que apresentam um repertério de TCR
restrito ao MHC préprio. Ainda nesta etapa, a especificidade dos timdcitos pelo
MHC classe | ou classe Il é considerada como determinante na divergéncia
entre as subpopulagcbes CD4" e CD8". Um modelo para o surgimento das
populacdes SP supde que durante a selegcdo positiva as células cessam a
expressao de CD8 por negligéncia de sinal e superexpressam o receptor de IL7
(IL-7R) (Brugnera et al., 2000). Se a perda de sinalizagdo via CD8 nao abolir o
sinal via TCR, a expressao de CD8 continua “desligada” e passa-se a producao
da subpopulacdo de timécitos CD4*. Por outro lado, se a perda de CD8
interrompe o0 sinal da selecdo positiva, a sinalizagdo via IL-7R faz o
silenciamento da expressao da molécula CD4, re-inducdo da expressido da
molécula CD8 e, assim, a célula assume o fendtipo CD8™ (Yu et al., 2003b).

Conforme se diferenciam em células SP, os timécitos migram para a
medula timica e passam por uma nova etapa denominada sele¢cdo negativa
(Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007; Nitta et al., 2008). Nessa etapa, timocitos com
TCR potencialmente autorreativos sdo excluidas por mecanismos que incluem
a expressao de AIRE e TRA em células epitelias e dendriticas timicas (Boehm
et al., 2003; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007). Dessa forma, células T CD8"
restritas a MHC de classe | e T CD4" restritas a MHC de classe Il sdo geradas
de forma a possuirem tolerdncia a peptideos proprios, mas capazes de
responder a antigenos estranhos expressos no contexto de proteinas de MHC
proprias. Alguns timocitos com alta afinidade para auto antigenos apresentam
destino alternativo, com propriedade regulatéria, caracterizado pela formagéo
de células T CD4" imunossupressoras, as denominadas células Treg (Derbinski
et al., 2005; Mathis & Benoist, 2007). Desta forma, na medula formam-se os

linfécitos T maduros aptos para exercer suas fungdes efetoras e regulatorias, e
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la permanecem por alguns dias antes de serem liberados ao pool linféide
periférico.

Adicionalmente aos sinais pré-TCR e TCRap, outras interagcbes sao
requeridas. De fato, ja foi demonstrado que a ligagdo de TCRa3 somente nao &
suficiente para mediar a seleg¢ao positiva ou negativa. Componentes individuais
sdo altamente especializados na sua habilidade de dirigir os eventos de
selecao intratimica com as células epiteliais corticais timicas providenciando a
maioria dos sinais para a selecdo positiva enquanto as células dendriticas
providenciam sinais suficientes para a selegao negativa. Dentre tais sinais

destaca-se a sinalizacao de glicocorticéides, conforme descrito a seguir.

HES.1
Fatorez de GATA-3 Soxd, HED, NFAT:
transcrigio [ ] | ]
B anas E2A, STATS TCF-1-Lef-1, NF-xB, p53
I ' | | [
Receptores de Receptor de
superficie  Motch-1 cKit, ILTR marte, pré-TCR TCRaZ P
| [ | | [
r
P il Y Y F i Y CO4*CO
H5C  wosssly | DN1 | osfe | DNZ | s | DN3 | ool | DNS | =l | DP or
= '\._,J‘I _,/' = '\K‘___,-" | coecoa’
Selecio-f \
5

Célula-tronco
hematopoética COM4°CDZ5" COD44°CDZST  CDe4cD25* Che4™CD25" Coa=coa™

Expressio Expressio

- i T ,
Cammilrmant FraTCR TCRaf

Figura 1.1. Estagios sucessivos de diferenciagcado intratimica de células T expressando
TCRap, a partir de células-tronco hematopoiéticas. Os receptores e fatores de transcrigao
que sao criticos para a sobrevivéncia, diferenciagao e proliferagdo continua de timocitos estao
demonstrados sobre cada estagio do desenvolvimento representado. DN, progenitores CD4
CD8’; DP, timdcitos corticais CD4"CD8"; SP, células T maduras CD4'CD8 ou CD4CD8;
circulos maiores, células ciclicas; circulos menores, células n&o-ciclicas. (Adaptado de Wu &
Strasser, 2001).

1.3.1. Apoptose de células T durante os eventos de selegao

A apoptose é definida como uma série de eventos moleculares e
morfologicos que envolvem a perda do potencial de membrana mitocondrial,
condensacado de cromatina, fragmentacdo de DNA, permeabilidade de
membrana e geragdo de “corpos apoptoticos”, sem liberagdo do conteudo

citoplasmatico no exterior (Kerr et al., 1972). Esse tipo de morte celular é
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controlado por diferentes genes, que atuam de maneira oposta, ora
estimulando, ora inibindo esse processo (Horvitz et al., 2003). Devido a esse
controle génico, a morte por apoptose passou a ser chamada de morte
“programada” (Assuncao-Guimaraes et al., 2004). Mediado por caspases, uma
familia de cisteina-proteases que clivam seus substratos apds residuos
aspartato (Adams, 2003), esse processo culmina na fagocitose das células
mortas. O processo de apoptose é fundamental para o desenvolvimento e
manutencdo do sistema imune e esta envolvido nos processos de selecao
intratimica que garantem o reconhecimento de um amplo espectro de
antigenos estranhos e ajudam a alcangar tolerancia e a prevenir
autoimunidade. Dessa forma, a apoptose ndao € somente critica para o
estabelecimento do sistema imune, mas também exerce um importante papel
para a finalizacdo das respostas imunes adaptativas, evitando doencas tais
como doencas autoimunes e linfoproliferativas (Cory et al., 2002, 2003).

Nos ultimos anos, foram caracterizadas duas vias distintas de apoptose
em células T (Holtzman et al.,2006). Uma é iniciada por estresse celular ou
ligacado de alta afinidade a receptores de antigeno durante a selegcao negativa
de timdcitos potencialmente autorreativos. Essa “via intrinseca” é regulada pela
interface de membros anti e pré-apoptéticos da familia Bcl-2, em nivel
mitocondrial. Essa mesma via esta envolvida na selecdo positiva, quando
timocitos incapazes de adquirir sinais de sobrevivéncia pela sinalizacdo de
TCR morrem por negligéncia. O secundo mecanismo, também conhecido como
“via extrinseca”, é ativado pela ligacdo de receptores de morte celular. Ambas
as vias convergem para a ativagdo de caspase-3 e da nuclease CAD (do
Inglés, “Caspase Activated Deoxyribonuclease”), responsavel pela degradagao
internucleossomal do DNA; ponto irreversivel na maioria das cascatas de

apoptose (Enari et al., 1998).

1.3.1.1.Via intrinseca de apoptose

O inicio da via intrinseca envolve ruptura da membrana externa da
mitocondria e consequente liberagdo de mediadores apoptaticos, processo este
conhecido como permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria ou
MOMP (do Inglés, “Mitochondrial Outer Membrane Permebilization”). Esse

processo € sutiimente regulado pelo balango entre proteinas anti e proé-
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apoptéticas da familia Bcl-2. Fatores pré-apoptéticos dessa familia, conhecidos
como “BH-3 only” como Bim, Bad, Puma e Noxa servem como condutores do
estimulo apoptético por ativarem os membros “multi-domain”, como as
proteinas Bax e Bak. Essas proteinas encontram-se normalmente reprimidas
pelas proteinas anti apoptoéticas do grupo Bcl2, como Bcl-xl e Bcl-2, que inibem
a apoptose por prevenirem a liberagdo mitocondrial de citocromo c, além de
inibirem a geragao de espécies reativas de oxigénio e acidificagdo intracelular,
bem como estabilizarem o potencial de membrana da mitocondria. Apds um
estimulo de morte, Bcl-2 inibe a permeabilizacdo da membrana externa da
mitocondria, pelo sequestro de Bax ou por competir por sitios que seriam
ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial. Porém, quando existe
um sinal indutor de apoptose persistente, as proteinas do grupo “BH-3 only”
irdo inibir as do grupo Bcl-2, levando a abertura de poros na membrana externa
da mitocdndria pelas proteinas do tipo Bax (Chipuk et al., 2006). Seguindo a
formacéo de poros, o citocromo c é liberado e ocorre formagado do conhecido
“apoptossomo” (Figura 1.2.). Esse complexo multimérico que contem caspase-
9 e APAF-1 (do Inglés, “Apoptotic Protease Activating Factor-1"), ativa as

caspases efetuadoras 3 e 7, que irdo desencadear a degradacao celular.

1.3.1.2. Via extrinseca de apoptose

A via extrinseca de apoptose € iniciada pela ativagao dos receptores de
membrana da superfamilia de TNF, como os do tipo Fas (CD95/Apo1), também
conhecidos como receptores de morte. Essa ativacdo geralmente ocorre pela
ligacdo do ligante especifico Fas-L, e trimerizacdo do receptor, o que leva a
ligacdo de uma molécula de FADD (do Inglés, “Fas Associated Death Domain”)
na regiao citoplasmatica do mesmo, com consequente ativagao de caspase-8 e
recrutamento das caspases efetoras 7 e 10 que irdo desmontar a estrutura
celular (Renatus et al., 2008). Além disso, a caspase-8 pode ativar as proteinas
pro-apoptéticas da familia Bcl-2, levando assim a ocorréncia de MOMP e
liberagdo de proteinas pro-apoptoticas pela membrana (Figura 1.2.). Assim, a
via extrinseca € também conhecida como via amplificadora do sinal, ja que

contribui para a via mitocondrial de morte (Adams, 2003).
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Via Extrinsecade Apoptose
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Figura 1.2. Vias de apoptose. A via intrinseca envolve a ruptura da membrana externa

mitocondrial Fatores pré-apoptéticos da familia Bcl2, conhecidos como “BH-3 only” servem
como condutores do estimulo por ativarem os membros “multi-domain”, como as proteinas Bax
e Bak que encontram-se normalmente reprimidas pelas proteinas anti apoptéticas do grupo
Bcl2, como Bcl-xl e Bcl-2. Quando existe um sinal indutor de apoptose persistente, as proteinas
do grupos “BH-3 only” irdo inibir as proteinas do grupo Bcl-2, levando a abertura de poros na
membrana externa da mitocondria pelas proteinas “multi-domain”, liberagdo do citocromo c e
formagao do conhecido “apoptossomo”, o que resulta em ativacado das caspases efetuadoras 3
e 7 e degradacado celular. J&4 a via extrinseca € iniciada pela ativacdo dos receptores de
membrana da superfamilia de TNF, como os do tipo Fas. Quando ativados, geralmente pela
ligacdo do ligante especifico Fas-L, ocorre a trimerizagdo do receptor, que por sua vez
possibilita a ligacdo de uma molécula de FADD (do Inglés, “Fas Associated Death Domain”) na
regido citoplasmatica desse receptor, o que leva a ativacdo de caspase-8 e consequente
recrutamento das caspases efetoras 7 e 10. Além disso, caspase-8 pode ativar as proteinas
pro-apoptéticas da familia Bcl-2, contribuindo para a via mitocondrial de morte celular.
(Adaptado de Zhang, 2005).
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1.4. Regulacao neuroendécrina do timo

Muitos estudos sobre a fisiologia do sistema imunitario tém sido
direcionados para o conhecimento das diversas interagdes correspondentes ao
controle neuroenddcrino do sistema imune.

As interagbes neuroimunoenddcrinas foram inicialmente estudadas na
busca de uma melhor compreenséo a cerca de como o estado psicologico de
um individuo pode influenciar o desenvolvimento de doencgas e a manutengao
da saude. Originalmente, o efeito do estresse e do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA) sobre o sistema imune foram os aspectos mais estudados,
mostrando que varios parametros eram afetados (Guyton & Hall, 2002). Com a
intensificagcdo desses estudos, foi verificado que havia envolvimento de varios
outros eixos neuroendocrinos, tais como hipotalamo-hipdfise-tiredide e
hipotalamo-hipdfise-gbnadas, e ainda de varios neurotransmissores. Nesse
sentido, observou-se que as conexdes através de neurotransmissores
poderiam ocorrer ndo sé pela inervagéo e liberagao local em 6rgaos linfoides,
onde foram descritas sinapses neuroimunoldgicas, como também pela
producdo desses mediadores pelas proprias células do sistema imune,
formando interagdes bidirecionais através de ligantes e receptores comuns a
ambos os sistemas (Savino & Dardenne, 1995; Besedovsky & Del Rey, 1996).
Hoje se reconhecem mais de 20 peptideos produzidos por células do sistema
imune, que se imaginava de sintese restrita ao sistema neuroenddcrino. Esta
sintese, acoplada a presenca de peptideos neurotransmissores e de receptores
hormonais nas células do sistema imune, sugere que hormdnios que regulam o
sistema enddcrino podem ter atividade imunomoduladora, funcionando como
mediadores da comunicacdo bidirecional entre os sistemas imune e o
neuroenddcrino.

Particularmente, a fisiologia do timo € modulada por uma série de
circuitos biolégicos que incluem aqueles mediados por horménios
polipeptidicos e esterdides, bem como por neuropeptideos. Muitas interacdes
que ocorrem entre células do microambiente timico e timocitos em
diferenciagao estdo sob controle neuroenddécrino. Ja esta bem caracterizada a
producdo intratimica de varios horménios e neuropeptideos, tais quais
horménio de crescimento (GH), triiodotironina (T3), glicocorticoides (GC) e

prolactina (PRL), bem como a expressao de seus respectivos receptores por

24



células epiteliais e timocitos, o que sugere a existéncia de um circuito
autécrino/paracrino de modulacdo intratimica, além do controle enddcrino
classico. Essas moléculas influenciam a expressdo de MHC pelas células do
microambiente timico, e consequentemente as interagdes MHC-TCR, além de
modularem as interagbes TEC-timécito mediadas por matriz e as juncdes
intercomunicantes tipo gap presentes entre TEC (Head et al., 1998; Savino et
al., 1998; Alves et al., 2000). A produgado de citocinas e a fungdo enddcrina
timica sao também controladas por essas moléculas. Nesse caso uma
interacao bidimensional parece ocorrer, uma vez que peptideos derivados do
timo modulam produgdo hormonal, tanto via eixo hipotalamo-hipéfise como
também pela acdo direta em glandulas. E sabido que T3 estimula a sintese de
novo de timulina, e que horménios hipofisarios classicos tais como PRL e GH
sao capazes de modular sua secreg¢ao in vivo, tanto no homem como nos
animais (Savino et al, 1984; Dardenne et al., 1989; Savino & Dardenne, 2000).
Entretanto, também é fato que os horménios timicos podem modular a
liberagdo de hormoénios hipofisarios. A timectomia neonatal diminui 0 numero
de granulos secretérios na adenohipdfise (Daneva et al., 1995) enquanto o
camundongo “nude”, que é atimico, exibe niveis baixos de PRL e GH, além de
hormonio foliculo-estimulante (FSH) e luteotrofico (LH).

Hormdnios hipofisarios e esterdides influenciam de forma oposta a
viabilidade e proliferacao de células timicas. GH e PRL induzem proliferacéo in
vitro de TEC enquanto GC exerce efeito oposto (Timsit et al., 1992). O implante
de células GH3, produtoras de GH e PRL, previne a atrofia timica causada pelo
envelhecimento em ratos (Kelley et al., 1986) relacionada, principalmente, ao
efeito pro-apoptotico de GC circulante. Paralelamente observou-se reducao de
células DP, associada a diminuicdo da viabilidade de timocitos em suspensdes
celulares de timos neonatais tratados com anticorpos anti PRL capazes de
neutralizar PRL exdgena. Nesse estudo, um aumento de DN foi observado,
sugerindo que PRL regula a manutencao da viabilidade de timécitos durante o
estagio DP e possa ser um importante sinal para resgatar essas células da
apoptose (Gaufo & Diamond, 1996). Em linhagem derivada de linfoma de rato
Nb2, PRL modula a expressao génica de TCR (Hosokawa et al., 1996). Juntos,
esses dados demonstram que os niveis intratimicos de PRL direcionam as vias

de diferenciagao de células T. Entretanto trabalhos realizados em animais que
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nao expressam PRLR mostraram resultados que vao contra essa hipotese,
uma vez que nesses animais a via de diferenciagao intratimica, no que tange a
expressdo de CD3, CD4 e CD8, parece ser normal (Horseman et al., 1997;
Bouchard et al., 1999). De fato, parece que a interagdo PRL-PRLR n&o é
fundamental para a ontogénese do timo, sendo muito mais necessaria para a
manutencdo da homeostasia do 6rgdo em situagbes de estresse fisiologico.
Corroboram essa hipotese os achados que demonstram que PRL exdgena
previne, tanto in vitro quanto in vivo, a atrofia timica associada a altas doses de
GC (Krishnan et al.,2003; Biswas et al., 2006). Estudos recentes realizados em
cultivos de timo fetal (FTOC) demonstraram que PRL influencia e sobrevivéncia
e diferenciagéo de linfocitos pré-T, mecanismo esse mediado por IL-2 (Carrefio
et al, 2005), bem como a viabilidade e maturacdo de TDC (Carrefio et al.,
2004). No que diz respeito a importancia de GC na manutengcdo da
homeostase timica, tem sido apontado um circuito intratimico
paracrino/autécrino de grande importancia na maturagéo e eventos de selecao
de timodcitos. Sob condigdes normais, GC enddgeno previne a morte de
timdcitos apds interagao TCR/peptideo-MHC (Vacchio et al., 1999).

O trafego de timocitos também €& controlado por circuitos
neuroenddcrinos. Tanto a entrada de precursores de células T, quanto o
trafego intratimico durante as etapas de diferenciagcéo e a saida de células para
a periferia do sistema imune sao controladas por horménios. Dados de nosso
laboratério demonstraram que o tratamento com horménio tireoidiano de
células epiteliais obtidas do complexo TNC e co-cultivadas com timdcitos fetais
aumenta a proporcao da reconstituicdo dos complexos linfoepiteliais, indicando
que a entrada de timocitos em TNC é regulada por hormdnios (Villa-Verde et
al., 1993). Estudos adicionais mostraram que tanto a liberagcao de timdcitos de
TNC quanto a sua reconstituicdo sdo aumentadas em culturas tratadas com
PRL, GH ou fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) (de Mello-
Coelho et al., 1997). Além disso, foi observado que 16 h apés uma unica
injecao intratimica de T3 ou GH ocorreu aumento de recentes emigrantes
timicos em linfonodos subcutédneos (Moura-Carvalho et al., 2007; Smaniotto et
al., 2004, 2005).

O controle neuroendécrino do timo parece ser mais complexo, € pouco

ainda se sabe sobre os possiveis circuitos intratimicos que envolvem a
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producdo in situ desses mediadores, bem como sua influéncia sobre a
timopoiese. O certo é que, independente da via envolvida, tal controle
neuroenddcrino exerce uma ampla modulagdo na atividade de genes
expressos em células linféides e do microambiente timico. Tomando-se em
consideragao a importancia de um maior entendimento a cerca da participagao
desses hormdnios em processos patologicos que acometem o timo,
pretendemos no presente estudo investigar as interagdes de PRL e GC na

geragao de atrofia timica infecciosa causada por T. cruzi.

1.4.1. Horménios de estresse
1.4.1.1. Glicocorticéides: sintese, expressao e sinalizacdo celular
Glicocorticoides sdo pequenas moléculas lipofilicas com efeitos potentes
em uma grande variedade de vias metabdlicas e secretorias, tendo influéncia
profunda na fisiologia de muitos tecidos. Sao produzidos em altos niveis
primariamente na zona fasciculada do coértex da adrenal, embora producao
hormonal ectépica também ocorra no cérebro, trato gastro-intestinal e timo
(Lechner et al., 2001; Qiao et al., 2008). As enzimas limitantes para a sintese
de GC sao a proteina reguladora aguda esteroidogénica (StAR), que transfere
colesterol através da membrana mitocondrial, e a citocromo P450, familia 11,
subfamilia A, polipeptideo 1 (CYP11A1). Enzimas adicionais requeridas para a
sintese de GC sao 3[B-hidroxiesteroide-desidrogenase (3B-HSD), citocromo
P450 21-hidroxilase (CYP21), CYP11B1 e citocromo P450 17-hidroxilase
(CYP17) (Figura 1.3.). Nas adrenais de camundongos existe apenas uma
pequena expressao da enzima formadora de cortisol CYP17, o que torna a
corticosterona a principal forma ativa de GC em camundongos, em contraste

ao cortisol, o principal glicocorticoide em humanos.
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StAR

COLESTEROL
CYP11Al
PREGMOLOMNA— CYP17 —17-0HFREEGMOLOMA
Ibeta-HSD 3beta-HSD
PROGESTERONA 17-OH PROGESTERONA
CYP21 CYP21
11-DEQXICORTICOSTEROMNA 11-DEQXICORTISOL
CYPI1IB1 CYP11B1
CORTICOSTERONA CORTISOL
11beta-HSD] 1 1beta-HSD2 ‘ 11beta-HSDI 11beta-HSD?
11-DEHIDROCORTICOSTEROMNA CORTISOMA,

Figura 1.3. Esquema ilustrativo da via de biossintese de GC em camundongos e
humanos. As enzimas limitantes para a sintese de GC sdo a proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StAR), que transfere colesterol através da membrana mitocondrial, e a
citocromo P450, familia 11, subfamilia A, polipeptideo 1 (CYP11A1). Enzimas adicionais
requeridas para a sintese de GC sdo 3B-hidroxiesteroide-desidrogenase (33-HSD), citocromo
P450 21-hidroxilase (CYP21), CYP11B1 e citocromo P450 17-hidroxilase (CYP17); esta ultima
expressa somente em ratos. As setas em duplo sentido indicam o constante equilibrio de
ativagao e inativacdo de GC sintetizado, através das enzimas 11 beta-HSD, respectivamente
do tipo 1 e 2. (Adaptado de Qiao, 2008).

A sintese de GC esta sob controle do eixo HPA, que controla o nivel
hormonal no soro (Webster et al., 2002). Esse mecanismo envolve a liberagéo
de hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) e hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH) em resposta ao estresse e a niveis elevados de citocinas, o que resulta

em secrecao de GC das glandulas adrenais. Por sua vez GC limita a atividade
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do eixo HPA ao nivel de hipotalamo e hipofise estabelecendo, dessa forma,
uma alca de retroalimentacdo negativa.

A disponibilidade plasmatica de GC segue um padrédo circadiano,
caracterizado em humanos por altos niveis de manha e baixos niveis a noite.
Ja em roedores, esse padrao é inverso (Balsalobre et al., 2000). As moléculas
de GC circulam no sangue ligadas a uma proteina carreadora, geralmente uma
molécula de globulina ou albumina. A forma livre, ndo ligada, € a fracéo
biologicamente ativa e constitui aproximadamente 10% do total circulante.

Coletivamente, a agcdo de GC é controlada em multiplos niveis por
ambos os sistemas imunes e neuroendocrinos e existem evidéncias da
producao de GC em tecidos extra-adrenais, como o timo.

Os efeitos bioldgicos de GC sdo mediados por GR, uma molécula de
aproximadamente 100kDa majoritariamente localizada no citoplasma
complexada a outras proteinas, em geral proteinas de choque térmico, como
hsp 90 e as imunofilinas hsp 56 e CyP-40 (Pratt et al., 1996). Como outros
membros da superfamilia de receptores de horménios esterdides, GR possui
um dominio de ligagdo ao horménio, um dominio de ligagdo ao DNA e um
dominio de transativagdo (Mangelsdorf et al., 1995). Por ser um hormonio
lipofilico, GC penetra no citosol e se liga ao GR intracelular, induzindo a
translocacao do receptor para o nucleo. O complexo GR-GC se liga como um
homodimero em sequéncias especificas de DNA denominadas elementos de
resposta a glicocorticoide (GRE) (Louisi et al.,, 1991). Dessa forma, GR
funciona como fator de transativacdo e transrepressdo de muitos genes,
incluindo aqueles envolvidos na resposta inflamatéria e apoptética (Jenkins et
al.,, 2001). Embora sejam conhecidos muitos genes suprarregulados em
resposta a GC, incluindo alguns importantes para a fungdo, ativacdo e
apoptose de células imunes, como Bcl-xlI (Gascoyne et al., 2003), IkB (Deroo &
Archer, 2001), GILZ (D"Adamio et al., 1997) e GITR (Nocentini et al., 1997),
existem poucas evidéncias de que isso ocorra diretamente através de GRE.
Genes que foram demonstrados serem diretamente suprarregulados através de
GRE in vivo, incluem tirosina aminotransferases (Schmid et al., 1987) e
fosfoenol piruvato carboxiquinase (Hason et al., 1997). Em contrate a essas
atividades dependentes da ligacao direta ao DNA, GR também regula a

expressao génica por interagir com outros fatores de transcricdo como NF-kB,

29



AP-1 (Heck et al., 1997), NF-AT (Vacca et al., 1992), CREB (Imai et al., 1993) e
Statd (Stoecklin et al., 1997), gerando antagonismo transcricional ou, em
alguns casos, sinergismo.

Além dos efeitos estabelecidos na transcricdo, evidéncias crescentes
demonstram que GR também exerce papel nas vias de sinalizagao citosdlica,
incluindo a ativagcdo de IP3-quinase (Limbourg et al., 2002). Tém sido
demonstradas multiplas isoformas de dominios N-terminal geradas a partir de
diferentes mecanismos de trandugdo de GR (Lu & Cidlowiski, 2001). Essas
isoformas, juntamente aos distintos promotores de GR ja caracterizados,
parecem regular diferentes tipos de genes, com fungdes imunorregulatérias
distintas, refletindo o amplo espectro de acdes que GC exercem no sistema
imune (Zhou et al., 2005).

1.4.1.2. Mecanismos moleculares e celulares da apoptose induzida por GC
em células T: efeitos genémicos e ndo-genémicos

Durante os ultimos anos, algumas técnicas para a identificagdo dos
efeitos gendmicos induzidos por GC tém sido desenvolvidas, embora poucos
candidatos tenham sido identificados. A analise em larga-escala da expressao
de genes regulados por GC so foi realizada em linhagens celulares. Genes
descritos em serem supra ou infrarregulados incluem c-myc (Forsthoefel &
Thompson, 1987), tdag8 (Tosa et al., 2003), dig2 (Wang et al., 2003 a), Bim
(Wang et al., 2003 b) e PUMA (How et al., 2001).

Muitos experimentos tém incluido fatores anti e pro-apoptoticos da
familia Bcl-2 na apoptose induzida por GC. Camundongos reconstituidos com
células de figado fetal murino obtidas a partir de animais trangénicos para Bcl-2
sao protegidos da morte celular induzida por GC (Bouillet et al., 1999; Marsden
et al., 2002), bem como células de linfoma murino que superexpressam Bcl-2
(Memon et al., 1995; Huang & Cidlowski, 2002). Estudos realizados em células
T de hibridoma murino sugerem que a superexpressdao de Bcl-2 também
bloqueia a liberacdo de citocromo ¢ em resposta a GC (Susin et al., 1999). A
importancia de Bcl-2 tem sido investigada em camundongos deficientes para
essa proteina, que apresentam apoptose linféide fulminante in vivo e aumento
da morte celular de timécitos in vitro apés tratamento com GC (Kaufmann et al.,

2003). Juntos, esses dados indicam que o nivel de Bcl-2 determina a
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sensibilidade a GC. Uma vez que é sabido que Bcl-2 se localiza e atua tanto na
mitocondria quanto no reticulo endoplasmatico, ambas as organelas
provavelmente exercem importante funcido na apoptose induzida por GC
(Kaufmann et al., 2003).

O papel de Bcl-x nessa fungdo nao esta claro. Sabe-se que esta
proteina € redistribuida na mitocéndria apos tratamento com GC, o que pode
ser prevenido por inibidores de tranduc&o (Hsu et al., 1997; Jia et al., 1999). A
superexpressao de Bcl-xl em uma linhagem de hibridoma de célula T bloqueia
a apoptose induzida por GC (Memon et al., 1995) e uma constante expressao
de Bcl-xI € um pré-requisito para a resisténcia de timocitos simples-positivos a
apoptose induzida por GC in vivo (Brandt et al., 2004). Dessa forma, Bcl-xl
contribui para a sensibilidade de linfocitos a apoptose induzida por GC, embora
isso parecga estar restrito a estagios especificos de desenvolvimento de células
T.

A fungdo dos membros “multi-domain” Bax e Bak tem sido investigada
através de técnicas de interferéncia génica. Enquanto timdcitos de
camundongos deficientes para somente uma dessas proteinas né&o
demonstram diferenga quanto a sensibilidade a morte induzida por GC, na
auséncia de ambas as moléculas, os timdécitos tornam-se completamente
resistentes (Lindsten et al., 1989; Wei et al., 2001). Isso sugere que Bax e Bak
estejam envolvidos no efeito de GC, embora pouco seja sabido como isso
ocorre. Possivelmente GC, através de proteinas “BH3-only”, como Bim, leva a
alteragdo conformacional dessas proteinas pro-apoptoticas, o que gera
desestabilizacdo da membrana mitocondrial. Supde-se atualmente que
diferentes membros da familia “BH3-only” sejam responsaveis por mediar
resposta a diferentes estimulos pré-apoptéticos (Marsden et al., 2001). Bid, por
exemplo, € conhecido pelo seu envolvimento na morte mediada por Fas em
certos tipos celulares (Yin, 2000). A morte de timdcitos induzida por GC nao foi
afetada em camundongos deficientes para Bid, excluindo um papel
fundamental dessa molécula na morte induzida por GC (Yin et al., 1999). A
funcdo de Bad tem sido investigada em camundongos trangénicos para essa
proteina especificamente em células T. A superexpressdo de Bad sensibiliza
os timécitos a morte induzida por GC. Entretanto, isso pode simplesmente

refletir seu efeito antagonista na atividade repressora de morte por Bcl-xl e,
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portanto, Bad n&o estaria envolvida nesse processo em circunstancias normais
(Mok et al., 1999). Como mencionado anteriormente, a proteina Bim tem sido
identificada como suprarregulada durante a apoptose induzida por GC em
linhagens de linfomas de células T (Wang et al., 2003 b). De acordo com essas
observagodes, linhagens celulares pré-B que passaram a expressar niveis
reduzidos de Bim pela técnica de RNAI, tornaram-se parcialmente resistentes a
morte induzida por GC (Abrams et al., 2004), o que também foi demonstrado in
vivo em animais deficientes para essa proteina, quando comparados a
camundongos normais (Bouillet et al., 1999, Marsden et al., 2002). Timdcitos
obtidos de camundongos deficientes para PUMA apresentam resisténcia a
morte induzida por GC (How et al., 2001).. Nesse contexto, também
demonstrou-se aumento de PUMA em resposta ao tratamento por GC (Jeffers
et al., 2003; Villunger et al., 2003).

Embora esses dados sugiram que o inicio da morte celular por GC
esteja relacionado a expressdo génica de novo, é interessante notar que
alguns eventos possam também envolver agdes denominadas ndo-gendémicas
de GC. Essas incluem geragcdo de ROS, ativacao de fosfolipase C especifica
para fosfatidilinositol (PI-PLC) e mobilizacdo transiente de Ca™", ativagédo de
esfingomielinase acida com consequente aumento da geracdo de ceramida e
liberagdo lisossomal de catepsina B (Doolan et al., 1998; Long et al., 2008).
Nesse contexto, tem sido demonstrado através de inibidores de Src e Cdk2,
que a ativagao dessas quinases € fundamental para a sensibilidade induzida
por GC (Hakem et al., 1999). Outros efeitos ndo-gendmicos de GC sao
mediados por formas membranares de GR expressas em um numero limitado
de células hematopoiéticas como mondcitos e linfoma de célula TS 49
(Bartholome et al., 1994). GC induz instantadnea translocacdo de GR para a
mitocondria em células T sensiveis a GC, mas nao nas resistentes, o que
sugere que niveis elevados de GR na mitocondria sejam fundamentais para o
inicio da apoptose (Sionov et al., 2006). Além disso, a elevada sensibilidade de
timocitos DP, que apresentam baixa expressao de GR (Wiegers et al., 2001)
pode refletir acbes nao-gendbmicas de GC no timo durante o processo de
selecao.

E importante ressaltar que embora esses efeitos ndo-genémicos estejam

sendo apontados como importantes componentes para o processo de apoptose
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induzida por GC, é fundamental que ocorra formagao dos produtos protéicos
relacionados a transativacdo mediada por GR como as proteinas Bax e Bad,
além da ligacdo de GR ao DNA, como demonstrado em animais deficientes
para essa ligagao e cujos timdcitos sao resistentes a indugado de morte por GC
(Cole et al., 2001).

1.4.1.3. Producdo intratimica de glicocorticoides

A producéo intratimica de GC ja foi caracterizada através de diferentes
abordagens experimentais. A presenca da maquinaria biossintética necessaria
ja foi demonstrada em diferentes compartimentos do timo (Vacchio et al.,
1994). Timocitos expressam genes que codificam para todas as enzimas
requeridas para a sintese de novo de GC e produz o horménio ativo, como
demonstrado por ensaios com genes reporteres especificos pra GC e
quantificacéo por ELISA (Qiao et al., 2008). A produg¢ao desse hormdnio parece
ser restrita a DP, sem associacdo a expressao de CD69, um marcador de
selegdo positiva (Qiao et al., 2008). Nesse mesmo estudo observou-se que GC
derivados de timdcitos apresentam efeito anti proliferativo em linhagens
celulares transfectadas com GR.

Além de timdcitos, diversas analises ja demonstraram a produgao
intratimica de GC por TEC. Células epiteliais timicas convertem precursores de
GC em deoxicorticosterona in vitro, além de produzirem metabdlitos com
capacidade de ativacado da transcricdo dependente de GR (Pazirandeh et al.,
1999; Lechner et al, 2000). Em modelo de cultivo organotipico de timo fetal
(FTOC), a inibicdo da sintese de GC por metirapona influencia na apoptose,
sugerindo que hormoénios esterdides sejam de fato produzidos no timo (Vacchio
et al.,, 1994). Paralelamente foi demonstrado que metirapona influencia o
desenvolvimento de timdcitos independentemente da presenca ou auséncia de
GR funcional, indicando que essa droga inibe o desenvolvimento de timdcitos
de forma inespecifica (Purton et al., 2006). Nesse contexto, um novo modelo de
camundongo transgénico no qual a superexpressao de GR em timécitos foi
controlada por um sistema induzido por tetraciclina foi demonstrado
recentemente. Nesse modelo, animais com auséncia de GC derivado da
adrenal apresentaram diminuicdo na celularidade timica frente a

superexpressao de GR (Pazirandeh et al, 2005). Corrobora com esses dados o
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achado de que a aplicacdo do antagonista de GR RU486 gera aumento da
celularidade timica mesmo em camundongos adrenalectomizados, o que
ressalta a evidéncia para um papel de GC de origem extra-adrenal (Perez et
al., 2007). Outros estudos, entretanto, argumentam contra essa hipotese. Em
ratos trangénicos adrenalectomizados, que superexpressam uma forma
mutante de GR com maior afinidade de ligagdo, a celularidade timica €
restabelecida apos 3 semanas da retirada das adrenais (Pruett & Padgett,
2004).

Ja esta caracterizado o papel de GC produzidos localmente na atrofia
timica senil. A sintese de GC em timdcitos, bem como a expressdo das
enzimas limitantes StAR e CYP11A1, aumentam com a idade, ao mesmo
tempo em que ocorre diminui¢do da produgado em TEC (Qiao et al., 2008). Essa
mudanca da sintese de GC em diferentes compartimentos timicos durante a
atrofia senil reflete fungdes diferentes do horménio durante o desenvolvimento
de células T.

A fungdo de GC no timo é controversa, e estudos utilizando diferentes
linhagens de camundongos geneticamente modificados, com auséncia ou
superexpressao de GR, ndo geraram um consenso nessa area. O que parece é
que GC possa exercer efeitos negativos ou positivos sobre timocitos,
dependendo do estado de diferenciagdo, da concentracao local de GC e do

microambiente envolvido.

1.4.1.4. Variagdo da suscetibidade de timocitos a morte celular induzida
por glicocorticéides

Ja é reconhecido ha mais de 20 anos que timdcitos diferem na
sensibilidade ao tratamento por GC dependendo do estagio de
desenvolvimento. Quando administrado em doses farmacoldgicas, timocitos DP
sofrem morte celular in vivo enquanto as células SP CD4" e CD8" sao
resistentes a GC (Triglia & Rothenberg, 1981; Oldenburg et al.,1998). Uma das
explicacbes para isso envolveria a protecdo mediada por CD28 em timdcitos
SP. A expressdo dessa molécula em ratos e humanos aumenta durante o
desenvolvimento de timocitos e seus principais ligantes, B7-1/CD80 e B7-
2/CD86, sao exclusivamente expressos por células da medula timica, onde

estdo localizadas as células maduras (Palmer, 2003). Embora refratarios a
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morte induzida por GC in vivo, timécitos SP se tornam sensibilizados quando
em cultura. Entretanto, o aumento da sinalizagdo de CD28 na auséncia de
ativacao de TCR restaura sua resisténcia ao tratamento por GC, provavelmente
por aumentar Bcl-xl (Boise et al., 1995). Esse modelo é consistente com
achados anteriores de que proteinas anti apoptoticas como Bcl-2 e Bel-xl sdo
reguladas durante o desenvolvimento de timdcitos (Moore et al., 1994).
Similarmente, timocitos SP de camundongos que ndo expressam CD28
demonstram sensibilidade aumentada a administracédo de GC in vitro (van den
Brandt et al.,, 2005), o que reforca a hipbétese da importancia da expressao
dessa molécula para a resisténcia frente a GC.

A sensibilidade diferencial entre timocitos maduros e imaturos, a
apoptose induzida por GC, forma a base para a suposta participagcdo desse
horménio nos processos de selegdo positiva e negativa, conforme descrito a

sequir.

1.4.1.5. Participacéo de glicocorticoides no desenvolvimento de células T
Um ponto importante no desenvolvimento de células T ocorre no estagio
de DP, quando a interagao entre TCR e o complexo MHC-peptideo expresso
por células do microambiente inicia o processo de selecdo que leva a morte por
negligéncia ou por selegdo negativa. Como ja revisado, nesse estagio a maioria
dos timdcitos DP morre devido a ineficiéncia em interagir com ligantes proprios
no contexto de MHC. De acordo com o modelo de avidez, células DP com TCR
que interagem com afinidade moderada a ligantes proprios seriam
positivamente selecionadas e amadureceriam em células T funcionais.
Interacbes de alta afinidade com MHC préprio, o que seria equivalente a
autorreatividade na periferia, leva as DP a apoptose, resultando em selecao
negativa. Muitos modelos de sele¢cdo negativa e positiva determinam que a
forca de sinalizacdo do TCR define o destino do timdcito. No modelo de
antagonismo mutuo isso estaria associado a uma interface entre apoptose
induzida por TCR e GC (Vacchio et al., 1999). Separados, a sinalizagao através
de TCR e GR induz apoptose, mas quando ambos os receptores sao
coordenadamente estimulados eles se opdéem. Assim como quando
estimuladas por GC, a ativagao de células T gera bloqueio do ciclo e indugéo

de morte celular programada, o que esta associado a expressao de RNAm e
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sintese de novo de proteinas. Especulava-se que a agao conjunta dos dois
fatores poderia gerar morte celular de forma aditiva (nesse caso pela mesma
via) ou sinergista (implicando diferentes vias). Entretanto, o que se tem
observado através de diferentes abordagens experimentais € que células
expostas a GC em presenca de ligante TCR sobrevivem (D’ Adamio et al.,
1997; Zhan et al., 2004). De fato, € sabido que a morte induzida por ativagao
de células T ocorre devido a suprarregulagcéo de ligante Fas, fenbmeno esse
inibido por GC como consequéncia de uma interferéncia transativacional de
GR-ligante com outros fatores de transcricdo, como AP-1 (Baumann et al.,
2005).

A ativacao de timécitos é sempre inibida por GC. No caso de células
com avidez intermediaria isso levaria a inibicdo da expressao de produtos
génicos que desencadeariam apoptose e assim permitiriam a continuidade do
processo de diferenciagdo. Em timdécitos com baixa avidez, glicocorticoides
inibiriam a expressado de produtos génicos necessarios para a diferenciagao.
Nesse sentido, € especulado que GC de origem intratimica exercam papel
fundamental na diferenciagdo de células T (Vacchio et al.,, 1994; Qiao et al.,
2008). Em condigbes nas quais timoécitos com baixa avidez para MHC-peptideo
proprio seriam deletados por negligéncia durante a selegéo positiva, a inibicao
da producgao local de corticosterona aumentou a recuperacdo dessas células.
Por outro lado, em animais adrenalectomizados, a producéo local de GC nao
mantem a geracdo de um repertério de células T funcionais (Stojic-Vukani¢ et
al., 2009). Foi observado nesse modelo aumento de DP com baixa expressao
de TCR e seu precursores juntamente a diminui¢do dos estagios mais maduros
de DP e SP TCR"" indicando a importancia de GC produzido pela adrenal na
diferenciagao de células T. A hipotese de antagonismo mutuo € consistente
com uma variedade de observacgdes. A inibicado da producdo de GC em modelo
FTOC torna os timécitos DP extremamente sensiveis a delegdo mediada por
TCR, enquanto a auséncia de corticosterdides derivados da adrenal resulta em
delecdo mediada por TCR de células que de outra forma sobreviveriam a
selecdo negativa por apresentarem TCR com avidez moderada (Vachio et al.,
1999). A analise em camundongos que nao expressam GR intratimico
funcional revelou um repertério de células T alterado, com perfil de baixa

afinidade de interacdo com MHC-peptideo préprio e redugdo do potencial

36



autorreativo. Em contraste, estudos realizados em diferentes linhagens de
camundongos deficientes na expressdo de GR falharam em confirmar estes
dados, embora na grande maioria ndo tenha sido verificado repertério TCR
(Purton et al., 2000; Purton et al., 2002).

Seja como for, o que parece é que o efeito intratimico de GC é analogo
ao da periferia, atuando como imunossupressores por prevenirem a expressao
de genes induzidos por ativagdo. No caso da periferia essa atividade resulta
em inibicdo da fungado efetora. No caso de timdcitos determinaria o limiar de

avidez na interacdo MHC-TCR capaz de induzir selecio positiva.

1.4.1.6. Prolactina: sintese, expressao e sinalizacdo

Inicialmente a prolactina foi caracterizada como um hormoénio lactotréfico
secretado pela hipdfise. Composta por um unico polipeptideo que em ovinos
pesa 23-kDa e possui 198 residuos de aminoacidos, apresenta duas pontes
dissulfidicas e apenas um residuo de triptofano, caracteristicas essas que
compartilha com outros horménios, como GH, com o qual apresenta homologia
de 35% (Niall et al., 1971; Miller & Eberhardt, 1983). A PRL sintetizada na
hipofise esta sob constante controle de circuitos neurais, sendo a dopamina o
principal neurotransmissor relacionado a inibicdo ténica da liberagdo desse
horménio (MacLeod & Lehmeyer, 1974). Uma vez secretada pela adeno-
hipofise, a PRL é transportada via circulagdo, agindo nas células-alvo através
de receptores de membrana, através dos quais desencadeia uma série de
eventos préprios, como a lactacdo. Além dessa agcao hormonal classica, a PRL
também ¢é sintetizada e secretada por muitos tecidos extra-hipofisarios
podendo agir localmente em células adjacentes (efeito paracrino) ou nas
proprias células secretoras (efeito autdécrino) sem afetar a concentragao
circulante do horménio (Hooghe et al., 1993, Bernichtein et al,. 2010). Ja foram
descritos mais de 300 efeitos em vertebrados (Bole-Feysot et al.,1998). A
expressao do gene da PRL, assim como do seu receptor, tem sido registrada
em varios outros sitios além da hipdfise, tais como cérebro, miométrio, glandula
lacrimal, timo, bago, células epiteliais mamarias, fibroblastos, linfécitos
circulante e células linfoides da medula 6ssea, entre outros (Corbacho et al.,
2004). A composigao da proteina final da PRL extra-hipofisaria é idéntica a da

hipofisaria e ambas compartiham um mesmo gene. Porém, os RNA
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mensageiros e as regides promotoras séo distintas, assim como o controle de
sua transcricdo (Gellersen et al., 1995). A PRL hipofisaria € transcrita a partir
da ativacdo de um promotor proximal, cujo principal ativador é o estrogeno e o
principal inibidor € a dopamina (MacLeod & Lehmeyer, 1974, Lieberman et al.,
1978, Gudelsky et al., 1981). Ja a transcricdo da PRL extra-hipofisaria é
controlada por um promotor superdistal (Berwaer et al., 1994). Além disso, a
expressao da PRL extra-hipofisaria € célula-especifica e independente de Pit-1,
um importante fator de transcricdo dos genes de PRL, GH e TSH (Gellersen et
al., 1995).

Em 1991, Nagy e Berczi relataram que ratas hipofisectomizadas
permaneciam com 10% a 20% da atividade lactogénica. Dentro de dois meses,
essa atividade gradualmente aumentou para 50%. Nos animais submetidos a
imunoneutralizacdo da PRL houve reducdo importante da atividade
lactogénica, causando deficiéncias imunoldogicas multiplas e morte. Esses
achados n&o ocorreram no grupo de ratas hipofisectomizadas sem
imunoneutralizagcdo. Por esses resultados, os autores sugeriram que a PRL
estivesse envolvida em funcdes vitais, provavelmente mantidas pela sua
producao extra-hipofisaria.

Independente da origem, PRL tem sua atividade mediada pelo seu
receptor, PRLR, expresso em muitos tipos celulares (Bole-Feysot et al.,1998;
Corbacho et al., 2004). Membro da “superfamilia hematopoietina-citocina”, que
inclui também os receptores de interferon e de inumeras interleucinas, a
sinalizacdo mediada por esse receptor esta envolvida nas respostas de
crescimneto e diferenciagdo de linhagens hematopoiéticas (Shields et al.,
1995). Receptores desta familia tém algumas caracteristicas estruturais
comuns concentradas na porgao extracitoplasmatica (extremidade amino-
terminal), regido de maior homologia entre eles. Compostos por apenas um
peptideo, apresentam dois pares de residuos cisteina que formam entre si
pontes dissulfeto (Wells et al., 1996). A semelhan¢a do PRLR com GHR origina
uma superposicao das fungdes desses hormébnios, como € o caso da PRL com
GH murinos. A afinidade, naturalmente, é preferencial pelo receptor especifico.
A PRL ovina e o GH ovino apresentam especificidade pelos respectivos
receptores no camundongo e por isso sdo os horménios mais usados para o

estudo de seus efeitos (Murphy et al., 1988; Rynikova et al., 1988). Existem
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muitas formas de PRLR, resultantes de splicing alternativo de um mesmo
RNAm, que incluem a forma longa (85-90kDa) e curta (42kDa), com efeitos
bioldgicos distintos (Horseman 2002, Corbacho et al., 2004). Uma forma
intermediaria (65kDa) ocorre naturalmente em linfoma de célula T de ratos Nb2
(Kline et al., 1999). Todos os receptores possuem regides extracitoplasmaticas
idénticas, diferindo na porgéao citoplasmatica.

Uma molécula de PRL liga-se a duas do seu receptor, causando a
dimerizacdo do mesmo. Isso resulta na subsequente ativacdo de quinases
associadas (Bole-Feysot, 1998). Muitos estudos de sinalizagdo tém focado na
via de sinalizacdo JAK-STAT, utilizada por todos os receptores de citocinas
hematopoiéticas, ou citocinas tipo 1. Nesse contexto, a ativagdo de JAK2 (do
Inglés, “Janus kinase” tipo 2) que fosforila o receptor e se autofosforila em
multiplos residuos de tirosinas, € o passo inicial na cascata de sinalizagdo. As
tirosinas fosforiladas no complexo receptor-JAK2 formam sitios de ligacao para
diversas proteinas sinalizadoras, destacando-se entre essas STAT 1 a 5 (do
Inglés, “Signal transducers and activators of transcription”, tipos 1 a 5). Apos a
ligacdo ao complexo receptor-JAK2, as STAT sao fosforiladas pela JAK2.
Posteriormente, as STAT-P se separam do complexo e se homodimerizam ou
heterodimerizam com outras STAT-P, movendo-se para o nucleo e ativando,
assim, a transcri¢do génica (Figura 1.4). Uma vez que todos os componentes
da via JAK-STAT pré-existem no citoplasma, a sinalizacdo de PRLR ¢ iniciada
de 1-5 minutos, através de uma série de eventos de fosforilagdo. Dentro de 5-
10 minutos, sdo detectados no nucleo transcritos de genes alvos induzidos por
PRL (Rui et al., 1998). E fundamental que a desativacdo do sistema JAK-STAT
ocorra no momento preciso, pois a ativagao constitutiva desse sistema esta
associada a transformacao celular. Isso ocorre por meio da degradagao dos
receptores, da defosforilacdo das tirosinas presentes nos complexos
receptores-JAK2 e através da inducao de sintese da proteina inibitoria SOCS

(do inglés, “Supressors of cytokine signaling”) (Pezet et al., 1999).
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Figura 1.4. Representagao esquematica das vias de sinalizagdao acopladas ao receptor de
prolactina (PRLR). As formas longa e curta de PRLR estédo representadas. PRLR ativa Stat1,
Stat 3 e principalmente Stat5. Interagbes de Stat5 com o receptor de glicocorticoide (GR) ja
forma descritas. Ndo é sabido ao certo se a isoforma curta de PRLR aitiva a via de Stat. PRAP
(proteina associada a PRLR) parece interagir preferencialmente com a forma curta de PRLR. A
via de MAP quinase envolve a cascata de Shc, Grb2, Sos e Ras e é ativada por ambas as
isoformas de PRLR. Conexdes entre as vias JAK-Stat e MAPK tém sido sugeridas. Interagdes
entre os receptores e as quinases Src (por exemplo, Fyn), SHP2, IRS-1, PI-3 quinase e outras

moléculas de traducdo permanecem em questdo. (Adaptado de Bole-Feysot, 1998.)

A ativacao de JAK2 por PRL ativa principalmente STAT5A e STAT5B e
em menor extensdo STAT1 e STAT3. As proteinas STAT sao fatores de
transcricdo citoplasmaticos latentes, compostos de 750-800 residuos de
aminoacidos. Apresentam dominios funcionais conservados e um residuo
critico de tirosina SH2, importante para a dimerizacao, translocacado nuclear e
ligacdo ao DNA. Modificagbes adicionais pdés-traducionais contribuem para a
habilidade dos fatores STAT em regular a transcricdo génica (Shuai & Liu,
2003). O potencial de transativagdo de STAT € modulado ndo sé pelas
interacdes dos complexos ativados de STAT com proteinas nucleares, como
fator de regulacdo do Interferon 1 (IRF-1), c-jun, Sp1, Src e receptores
nucleares de horménio (Yo-Lee, 2002; de Miguel et al., 2003), como também

por interagdes com diversos co-ativadores (Chatterjee-Kishore et al., 2000).

40



Interagdes desse tipo ndo so facilitam a acao de fatores de transcricdo sobre
componentes da maquinaria de transcrigdo basal, mas também geram, através
da atividade intrinseca de histona-acetiltranferase, remodelamento de
cromatina, permitindo o acesso de tais fatores a regiao promotora dos genes.
As proteinas STAT podem agir como ativadores ou repressores
transcripcionais dependendo do promotor em questdo, da concentragao
disponivel de coativadores e co-repressores, da presenca de outras proteinas
de ligagdo ao DNA ou do estagio de diferenciagdo da célula em questdo. Em
camundongos deficientes para STAT5A/B, a expressao de alguns genes alvos
de STATS esta elevada (Akira, 1999). Se STATS esta agindo diretamente ou
através de fatores repressores induziveis, ainda ndo se sabe ao certo.

Evidéncias crescentes apontam a PRL como um importante fator de
regulacdo do sistema imune. Secretada pela maioria das células desse
sistema, estimula a proliferagao, diferenciacdo e maturagao de linfécitos T,
amplificando a acédo de IL-2 e promovendo a inibicdo de apoptose nessas
células, conforme ja mencionado anteriormente (Chavez-Rueda et al., 2005).
Adicionalmente existem diversas evidéncias da participacdo da PRL na
fisiopatologia de doengas autoimunes (Jara et al., 1991; Krishnan et al., 2003).
Em contrapartida, o papel fundamental da PRL no sistema imune ndo foi
confirmado nos estudos com camundongos com auséncia para PRLR, nos
quais ndo houve qualquer imunodeficiéncia (Horseman et al., 1997; Bouchard
et al., 1999).

Apesar disso, e embora ainda existam controvérsias relacionadas ao
requerimento absoluto desse horménio na fungdo imune, PRL tem sido
indicada como um importante fator imunomodulador em condi¢cdes de estresse
(Stoécklin, 1996; Bole-Feysot, 1998.; Engblom, 2007). A hipétese prevalente é
que durante o estresse, PRL contrabalanceie o efeito imunossupressor de GC
e outros mediadores inflamatérios, permitindo a manutencdo do estado de
homeostasia (Figura 1.4.). Essa hipétese é sustentada por estudos in vivo que
demonstram efeito protetor de PRL apds trauma hemorragico, queimaduras,
administragao de glicocorticoide e um efeito regulatério de PRL na produgao de
mediadores inflamatoérios (Majumder et al., 2002). Durante a resposta de fase
aguda, a acao de PRL parece estar suprimida (Corbacho et al., 2004), embora

nesse contexto a participacdo de PRL e seu receptor ainda nao esteja
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completamente caracterizada. Especula-se que o “cross-talk” negativo entre
STATS e NFkB, Smad e GR poderia explicar, em parte, como PRL antagoniza
a sinalizacdo de TNF, TGF-B e GC, respectivamente, nos genes alvo (Bole-
Feysot, 1998.; Engblom, 2007).

De qualquer forma, ambos GC e PRL sao ditos horménios de estresse e
muitas das agdes do estresse sobre o sistema imune vém sendo creditadas ao
balanco entre esses dois horménios, os quais apresentam uma série de acdes

antagénicas.

1.5. Alteragoes neuroimunoenddécrinas durante a infecgcao por T. cruzi

A doenca de Chagas € uma das doengas parasitarias mais frequentes
na América Latina, havendo milhées de individuos infectados (Dias et al.,
2002). Causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € transmitida a humanos
e outros mamiferos de forma indireta, através de um inseto hematdfago. O
modelo murino utilizado para reprodugdo experimental dessa patologia
apresenta algumas semelhancas a manifestacdo da doenga em humanos, se
dividindo em uma fase aguda, que ocorre logo apds a infeccdo e uma fase
cronica, que se desenvolve em periodo mais tardio (Marinho et al., 1999). O
estagio agudo é caracterizado pela existéncia de formas tripomastigotas
circulantes e ninhos de amastigotas no tecido alvo (Parada et al., 1999),
enquanto no estagio crénico poucos parasitos circulantes ou teciduais sao
detectados, embora ocorra uma miocardite progressiva que pode cursar ou n&o
com a forma digestiva da doenga, caracterizada por comprometimento de colon
e esdfago (Matsuda et al., 2009).

Durante a fase aguda da infecgcéo por T. cruzi ocorre comprometimento
do balanco nuroimunoenddcrino, caracterizado por alteracbes endocrinas
manifestadas em paralelo a mudanga no perfil de citocinas (Perez et al., 2007).
Embora este ainda seja um assunto pouco estudado, muitos aspectos do
desenvolvimento da fisiopatologia observada estdo relacionados a perturbacao
na homeostasia de ambos os sistemas que interagem, o que permite ao
individuo infectado montar uma resposta protetora contra o agente, mas que
muitas vezes acaba sendo deletéria (Roggero et al., 2006). Nesse sentido,
diversas citocinas pro-inflamatoérias liberadas durante a infecgdo por T. cruzi

estimulam a atividade fagocitaria seguida de destruicdo do agente invasor, ao
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mesmo tempo que ativam o eixo HPA, com a elevagao dos niveis de GC
sistémicos que acabam, através de uma al¢a contraregualtéria, modulando as
niveis dessas citocinas (Brener & Gazzinelli, 1999; Perez et al., 2007).

A miocardite chagasica, seja na fase aguda ou crénica, é caracteristica
de uma exarcebada resposta proé-inflamatéria de perfil Th1. A infeccdo em
animais adrenalectomizados e tratados com o antagonista de GR, RU486, leva
a uma expressao elevada dos niveis de TNF-a, o que resulta em morte do
individuo (Andrade, 1999, da Matta Guedes et al., 2011). Dessa forma, parece
claro que a ativagdo do eixo HPA durante a inflamagdo € um importante
mecanismo de defesa, por limitar o dano ao hospedeiro causado pela
exarcebacdo da resposta imune contra o agente. A explicagdo para a
importancia desse equilibrio imunoenddcrino esta no fato de que GC exercem
uma resposta imunossupressora, do tipo Th2, e que inibe a imunidade celular
de perfil Th1, que gera dano tecidual. Além disso, existem evidéncias de que
essa resposta diminui a chance de indugédo de autoimunidade (Wensky et al.,
2001). Muitos epitopos expressos pelo parasito se assemelham a antigenos
teciduais do hospedeiro. Assim, durante a resposta policlonal caracteristica da
infecgdo, ocorre sintese de anticorpos contra o parasita, que apresentam
reatividade contra antigenos proprios do hospedeiro (Kierszenbaum, 2005).
Nesse contexto, a imunossupressao relacionada a GC limita a exacerbagao
deste tipo de resposta, de caracteristica autoimune.

Por outro lado, a acdo excessiva de GC tem efeitos deletérios ao
individuo, como o comprometimento do timo (Leite-de-Moraes et al., 1991,
Savino., 2006; Perez et al., 2007). Uma vez que ha necessidade da constante
reposicao de células T periféricas, a preservagao do timo durante a infecgao
por T. cruzi & importante no desenvolvimeto de uma resposta imune contra o
hospedeiro. Além disso, considerando a importante fungéo do timo na geracao
de tolerancia central durante a timopoiese, através dos eventos de selecao
intratimica e formacao de células T reguladoras, a manutencao da integridade
desse oOrgao estaria também relacionada a prevencao de autoimunidade. A
mudanga na expressao de moléculas de ECM no timo, durante a infec¢ao
aguda pelo T. cruzi, esta relacionada a alteracdo no perfil de migracéo

intratimica e liberacao de timdcitos imaturos para a periferia de sistema imune,
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0 que poderia favorecer a geragao da resposta autoimune relacionada (Savino
et al., 2006).

Por outro lado, o aumento dos niveis circulantes de GC durante a
infecgao por T. cruzi esta relacionado a inducao de apoptose de timdcitos DP
(Leite de Moraes et al.,, 1991, Savino., 2006; Perez et al.,, 2007), um dos
principais fatores envolvidos na atrofia timica caracteristica da fase aguda da
infeccdo. No entanto, é importante notar que, embora muitos dos efeitos
sistémicos de GC ja tenham sido identificados, o papel de GC produzido
localmente em tais alteracdes ainda permanece desconhecido.

Pouco se sabe sobre a participacdo PRL na fisiopatologia da doencga de
Chagas. Uma vez que antigenos do parasito sdo encontrados na
adenohipodfise, juntamente a presenga de um infiltrado inflamatério, é provavel
que haja comprometimento da fungao secretora glandular (Correa-de-Santana
et al.,, 2006). De fato, ja foi demonstrado pelo nosso grupo diminuicdo da
expressdo de PRL na hipofise juntamente a redugdo da atividade
transcripcional de Pit-1 (Correa-de-Santana et al., 2009). Considerando que
PRL é uma substancia imunomoduladora capaz de reverter muitos dos efeitos
imunossupressores de GC, e ainda que existe uma grande expressdao da
principal isoforma de seu receptor no timo, é provavel que alteragcdes nos
circuitos intratimicos de GC e PRL estejam envolvidas na atrofia timica
induzida por T. cruzi. O presente trabalho foi desenvolvido com base em uma

série de abordagens experimentais voltadas para elucidar essa questao.
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2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO E OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL:

Uma vez que a atrofia timica caracteristica da infeccdo experimental por
T. cruzi ocorre principalmente devido a agao pré-apoptética de GC sobre
timocitos imaturos DP, pretendemos investigar uma provavel participagao de
PRL, um outro horménio de estresse que contrabalanceia muitos dos efeitos
imunossupressores de GC, durante esse fenébmeno.

Dando continuidade a trabalhos realizados pelo nosso grupo, que
demonstram modulagao da sintese de PRL frente a infeccdo experimental por
T. cruzi, pretendemos na presente dissertacdo de mestrado avaliar um possivel
envolvimento dos circuitos intratimicos de PRL e GC na atrofia timica

caracteristica da fase aguda dessa infecgao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Através de diversos experimentos envolvendo abordagens celulares e
moleculares, pretendemos:
1) Caracterizar o perfil da atrofia timica em diferentes dias da
cinética de infecgdo aguda pelo T. cruzi;
2) Verificar se existe relacdo entre a produgdo sistémica e a
producao intratimica de GC e PRL;
3) Analisar se a atrofia timica decorrente da infeccdo cursa com
modulacao local de GR, PRLR e seus ligantes;
4) Verificar uma possivel fungdo cruzada (cross-talk) entre GR e
PRLR relacionada a apoptose de timdcitos que ocorre durante a infecgao

experimental pelo T. cruzi.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais e infecgao pelo Trypanosoma cruzi

Camundongos machos da linhagem BALB/c com idade entre 6-8
semanas foram obtidos do biotério central da Fundacdo Oswaldo Cruz e
utilizados nas diferentes abordagens experimentais a seguir relacionadas.
Todos os procedimentos foram avaliados e aprovados pela Comissédo de
Experimentacéo e Utilizagdo de Animais (CEUA) da Fundagao Oswaldo Cruz.

O procedimento de infeccdo por T. cruzi consistiu na inoculagcio
intraperitoneal de 10 formas tripomastigotas da cepa Tulahuén derivadas de
co-cultivo com células da linhagem Vero (isolada a partir de rim de macaco
verde africano). Nas diversas abordagens experimentais, os camundongos
foram infectados em dias diferentes, de forma a podermos obter
simultanemamente as amostras de todos os grupos infectados. Em todos os
casos os animas foram eutanasiados em camaras de CO; e a eficiéncia da

infecgao verificada por paresitemia.

3.2. Caracterizagao fenotipica das subpopulagdes de timocitos

A analise do fendtipo de diferentes subpopulagdes de timocitos foi
realizada por citometria de fluxo em placas de fundo em V, na concentracéo de
10° células/poco apds contagem de células viaveis em camera de Neubauer
por exclusdo com azul de Tripan. Para caracterizagdo das diferentes
subpopulagdes timocitarias, as células foram incubadas com 10 ul de
anticorpos monoclonais anti CD4 e anti CD8 conjugados a diferentes
fluorocromos, a 4°C por 30 minutos. Para a verificacdo de morte celular por
apoptose as células foram lavadas em tampao apropriado e, apés 15 minutos,
marcadas com anexina V-FITC. As amostras foram entdo adquiridas no
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickson, San Diego, USA) equipado
com o programa CellQuest. Para posterior analise, foi utilizado o software
Summit 4.32 (Dako Cytomation). . Em alguns experimentos, realizamos analise
conjunta de anexina V com PI; observamos que a contribuicdo de necrose

corresponde a valores < 15%.

3.3. Verificagao de Expressao Génica por PCR em tempo real

3.3.1. Obtencao das amostras
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Timdcitos de fenotipos DP, CD4" e CD8" foram isolados pela técnica de
enriquecimento celular. Para isso, timos obtidos de animais n&o-infectados e
infectados com 8 ou 14 dias péds-infeccdo (dpi) foram macerados em
homogeneizador de tecidos (potter) e os linfécitos contados em camara de
Neubauer, sendo a seguir agrupados em pools de timécitos formados por 4
timos de cada condicdo experimental. Apos caracterizagcao fenotipica, as
diferentes subpopulagdes foram purificadas utilizando-se o aparelho MoFlow
(DakoCytomation, Fort Collins, CO). Para garantir a pureza das amostras,
realizou-se exclusao das subpopulagdes nao desejadas por selegcao negativa e
posterior verificagdo do perfil CD4/CD8. A seguir, as amostras obtidas foram
centrifugadas, ressuspendidas em RNAlater (Applied Biosystems, USA) e
conservadas a -20°C até o momento da extragcdo de RNA.

Timos obtidos de animais nao-infectados e com 6 e 8 dpi foram
triturados em homogeneizador de tecido juntamente com a solucédo de
tiocianato de guanidina, um potente inibidor de RNAses e, a seguir, submetido
a sonicagcao durante 30 minutos para lise completa das células. O
homogeneizado foi centrifugado a 10.000g por 15 minutos a 4°C, e o
sobrenadante estocado em freezer -80°C até o momento da extragdo de RNA.

O RNA total das diferentes subpopulacdes de células enriquecidas foi
extraido utilizando-se o RNeasy Micro Kit (Qiagen, USA) e qu anti ficado no
Nanodrop (Thermo Scientific, USA). A partir de amostras equivalentes em 1ug
de RNA, sintetizamos cDNA utilizando-se SuperScript Ill First-Strand Synthesis
System (Invitrogen, USA), na presenga de primer randémico, de acordo com a

recomendacgao do fabricante.

3.3.2. PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Para realizarmos as analises de expressao génica por PCR em tempo
real, utilizamos amostras de 100 ng de cDNA diluidas em Power SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), no sistema ABI PRISM 7500
FAST RealTime PCR System (Applied Biosystems, USA). O gPCR foi realizado
a 95°C por 10 min seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 s, 60°C por 1 min. A
expressao constitutiva de GAPDH foi utilizada para verificar a uniformidade das
amostras utilizadas. A especificidade dos produtos do PCR foi analisada

através da curva de dissociagdao. Os dados foram analisados por ABI Prism
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SDS v1.3.1 “software”. Todos os primers foram desenhados utilizando-se
Primer Express 3.0 specific for 7500 FAST Real Time PCR System: CYP11A1 -
forward primer 5’-GACCTGGAAGGACCATGCA-3' e reverse primer 5-TGGG
TGTACTCATCAGCTTTATTGA-3"; StAR - forward primer 5-TCACTTGGCTGC
TCAGTATTGAC-3' e reverse primer 5-GCGATAGGACCTGGTTGATGA-3; 11
-HSD1 - forward primer 5-TGGTGCTCTTCCTGGCCTACT-3' e reverse primer
5-CTGGCCCCAGTGACAATCA-3"; 11B-HSD2 - forward primer 5-CCGTGTT
CTGGAAATCACCAA-3' e reverse primer 5-AATATTGAGGCCAGCGTTGTTA
A-3"; GR - forward primer 5-CAAGTGATTGCCGCAGTGAA-3' e reverse primer
5-CATCCAGGTGTAAGTTTCTGAATCC-3'; PRL - forward primer 5- GGGTCA
GCCCAGAAAGCAGGGACA-3" e reverse primer 5-CTGGCAGTCACCAGC
GGAACAG-3"; PRLR - forward primer 5-ATCATCACAGTAAATGCCACGAAC
-3' e reverse primer 5-GATGACAGCAGAGAGAACGGCCAC-3'; GAPDH
forward primer 5-CTCGTCCCGTAGACAAAATGG-3' e reverse primer 5-TG
ACCAGGCGCCCAATA-3'. Os niveis de expressao génica relativos foram

calculados a partir do método de analise comparativa C; (2°7).

3.4. Dosagem de corticosterona por radioimunoensaio

Amostras de plasma e timo foram obtidas simultaneamnete a partir de
animais controles e infectados com 8, e 14 dpi. O sangue foi obtido por pungéo
cardiaca, com uma seringa de 1mL contendo 40U/ml de heparina,
imediatamente apds os animais serem eutanasiados em camara de CO;, no
periodo entre 21 e 03 h, horario esse quando se observa o pico de liberacido de
corticosterona para a corrente sanguinea. Apds centrifugagdo por 15 min, a
4509, o sobrenadante recolhido foi mantido a -20°C.

Para a quantificacdo de hormoénios no timo, foi utilizado o seguinte
procedimento: apds a remocgéao, o 6rgao foi conservado em nitrogénio liquido e
em seguida descongelado, ressuspenso em 2 ml de RPMI/ SBF10%, sendo a
seguir triturado em homogeneizador de tecido, na velocidade 6, por
aproximadamente 5 minutos; sendo entdo submetido a sonicacdo durante 30
minutos. O homogeneizado foi centrifugado a 10.000g por 15 minutos a 4°C, e
o sobrenadante foi imediatamente estocado em freezer -80 °C.

A quantificacdo do hormoénio foi realizada através da técnica de

radioimunoensaio (RIA, Radio Imune Assay) em kits da MP Biomedicals. Neste
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ensaio foi avaliada a capacidade do horménio presente nas amostras de
plasma em competir com amostras do horménio marcado radioativamente (1'%°)
pela ligacdo ao anticorpo especifico. O produto da reacdo foi analisado em
comparagao com uma curva padrao. A quantificacao foi realizada em contador
gama (ISOMEDIC-ICN 4/600).

3.5. Dosagem de prolactina plasmatica por ensaio imunoenzimatico

A quantificagdo de PRL plasmatica foi realizada através de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA, Enzyme Linked Immunosorbent Assay) em kit
da empresa Calbiotech (California, EUA). As amostras e anticorpos anti
prolactina biotinilados foram adicionados aos pogos previamente incubados
com anticorpo anti prolactina. Apos 60 minutos a proteina ndo ligada e o
conjugado de biotina foram lavados, e a estreptoavidina conjugada a
peroxidase adicionada por mais 30 minutos. Apos esse periodo o complexo
nao ligado foi novamente lavado e o substrato TMB adicionado para revelagao.
A reacao foi terminada e a absorbancia foi medida em leitor de ELISA no
comprimento de 450 nm. O produto da reacgao foi analisado em comparacéao

com uma curva padréao.

3.6. Expressao intratimica de prolactina e receptor de glicocorticéide

Timos obtidos de animais controles e infectados com 8 e 14 dpi foram
mantidos em solugédo de formol-zinco 10% por aproximadamente 48 h. Apds
esse periodo, as amostras foram desidratadas e clarificadas em baterias de
concentragado crescente de alcool e xilol (15 minutos cada), respectivamente.
Em seguida, foram embebidas em parafina (2 ciclos de 20 minutos) e incluidas
em moldes metalicos. Os blocos de parafina assim obtidos foram cortados em
micrétomo.

Para deteccdo de diferentes proteinas pela técnica de imunoperoxidase,
os cortes histolégicos foram desparafinados e hidratados em concentragdes
decrescentes de xilol e alcool, respectivamente (5 minutos cada). Apds a
exposicao antigénica em solugdo de citrato de sodio (100°C, 30 min),
procedeu-se ao bloqueio de peroxidase enddgena. Em seguida, os cortes
foram incubados com os anticorpos monoclonais anti PRL e anti GR a 4°C e

por 18 h. Apos repetidas lavagens e bloqueio de biotina enddgena, os cortes
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incubados com anticorpo secundario biotinilado e apdés 60 minutos com o
complexo streptavidina ABC/peroxidase (Dako Co., Carpinteria, EUA). A
revelacido da atividade enzimatica foi feita com 3’5’-diaminobenzidina. Uma vez
corados com hematoxilina, desidratados e clarificados,a reacéo foi analisada
em microscopia Optica. Como controle de marcagao inespecifica foram

utilizados cortes nao-incubados com o anticorpo primario.

3.7. Expressao intratimica de Bax e Bcl-xI

Timdcitos obtidos simultaneamente de animais controle e infectados com
8 e 14 dpi, tratadas ou ndo com dexametasona, foram lavadas duas vezes com
PBS e lisadas com 90 uL do tampao de extragao (Triton 1%, deoxicolato de
sédio 0,5%, SDS 0,2%, NaCl 150 mM Hepes 10 mM, EDTA 2 mM,
ortovanadato de sédio 2 mM, NaF 20 mM, AEBSF 1,04 mM, aprotinina 0,8 uM,
leupeptina 20uM, estatina 40 uM, pepstatina A 0,15 mM e E-64 0,14 mM). Apds
serem recolhidas, as células foram transferidas para tubos de 1,5 mL onde
foram adicionados 30 pl de tamp&o contendo 20% de B- mercaptoetanol
(solugao estoque 5X: 4,5 g de Tris, 10 mL de glicerol, 10 mL de 0,1% azul de
bromofenol, 15 g de SDS em volume final de 75 mL, pH 6,8). As amostras
foram incubadas a 100°C por 5 minutos e armazenadas a -20°C, sendo
normalizadas pelo numero de células.

O lisado total foi submetido a SDS-PAGE (10% acrilamida/Bis 29:1) a 28
mA/gel, em condi¢cdo desnaturante (Tris Base 30,3 g/L, SDS 10 g/L e Glicina
144 g/L), por aproximadamente 1 hora e 30 minutos. As bandas resultantes
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (porosidade de 0,45 um,
BioAgency, Sao Paulo, Brasil), a 250 mA, por 2 h e a 4°C, em tampao de
transferéncia (Metanol 500 mL, agua destilada 2 L, Tris Base 7,57 g e Glicina
36,05 g). Em seguida, as membranas foram incubadas com tampao de
bloqueio contendo 5 % de leite em pd desnatado (Nestlé) por 2 h. As
membranas foram entdo lavadas seis vezes com tampédo TTBS 0,05% por
aproximadamente 5 minutos/vez sob agitagdo e a temperatura ambiente. A
seguir, foram incubadas com anticorpo primario por 16 h, sob agitacdo, a 4°C.
Os anticorpos primarios utilizados foram anti Bax, anti GAPDH e anti Bcl-xI.

Apds novas lavagens as membranas foram incubadas com anticorpos

50



secundarios biotinilados durante 1 hora. A revelagcao da reagao foi detectada
por quimioluminescéncia, utilizando-se o substrato ECL. A imagem das bandas

formadas foi analisada por densitometria com utilizagdo do Software Scnimage.

3.8. Ensaio in vitro de indugaol/prote¢ao de apoptose por gicocorticéide e
prolactina

Para verificacdo da sensibilidade a apoptose induzida por GC, timécitos
foram inicialmente cultivados com diferentes concentracbes de dexametasona
(107 a 10™"'"M) (Sigma-Adrich., St. Louis, EUA) em placas de 96 pogos de fundo
V, utilizando-se 10° células/poco, durante 12 h em estufa de CO, 5%.
Selecionamos a concentracdo de 10°M para ser utilizada em todos os
experimentos seguintes, por induzir um percentual de morte celular somente
moderado. Um possivel efeito do balanco entre PRL e GC na sobrevivéncia de
timocitos foi estudado. Para isso, estabelecemos um modelo in vitro, no qual
ambos os horménio foram utilizadas para estudar seu efeito na indugdo de
apoptose/sobrevivéncia de timdcitos. Nesse modelo, timdcitos obtidos de
animais controles, com 8 e 14dpi foram mantidos em cultura previamente a
adicdo de dexametasona com PRL 10°M (Sigma-Adrich., St. Louis, EUA),
durante 1 h, em estufa de CO; 5%. Em seguida, as células foram lavadas em
tampéo PBS e colocadas em cultura por mais 12 h com dexametasona a 10
®M. Visando-se eliminar um possivel efeito de PRL e corticosterona existente
em soro fetal bovino, utilizamos nesses ensaios meio livre de soro para cultura
de hibridoma (Sigma-Adrich, St. Louis, EUA).

3.9. Andlise estatistica

Devido ao baixo tamanho amostral, a comparagao das médias foi feita a
partir de um teste de permutagdo. A probabilidade da diferenca observada
entre as médias foi estimada utilizando uma distribuicdo empirica construida a
partir de 1000 reamostragens aleatérias dos dados originais. O procedimento
de Sidak foi utilizado para corrigir o valor de p em cada analise, devido ao
grande numero de testes realizados. Foi considerada significativa uma

diferengca com p<0,05.

51



4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao da atrofia timica durante a fase aguda da infecgao
experimental por T. cruzi

Com objetivo de verificarmos a cinética de atrofia timica frente a infec¢ao
experimental por T. cruzi, camundongos BALB/c machos foram infectados em
diferentes dias com o indéculo de 100 parasitos/animal. Ao final de 14 dias de
infeccdo, obtivemos timos de diferentes grupos de animais eutanaziados
simultaneamente, com 4, 6, 8, 11 e 14 dpi. A celularidade de cada 6rgéao foi
obtida através da contagem de células viaveis por exclusdo em azul de Tripan.
Conforme ilustrado na figura 4.1A, observamos diminuigao significativa do
numero de timocitos em 8, 11 e 14 dpi quando comparados aos animais
controles. A caracterizagao fenotipica das subpulagdes de timocitos (Figura 1B)
demonstrou ser a DP a principal subpopulagcao afetada durante a atrofia timica
induzida por T. cruzi, apresentando em 14 dpi reducao dos valores totais de
aproximadamente 70% em relagdo ao grupo controle ndo-infectado. Nesse
sentido, a deteccado de residuos de fosfatidilserina por anexina V revelou que
tal reducao esta associada a morte por apoptose dessas células. A presenca
de apoptose foi caracterizada em timécitos obtidos a partir de 8 dpi, sendo o
auge dos valores percentuais de DP apoptoticas observado em 11 dpi. No
periodo de 14 dpi, o percentual de células apoptéticas apresentou tendéncia a
reducao em direcdo ao controle, sugerindo estabilizagao do processo de atrofia
timica nesse periodo (Figura 4.2).

A partir da caracterizagdo do perfil de atrofia timica no modelo de
infeccdo por T. cruzi utilizado, selecionamos dois diferentes pontos na cinética
de infecgao a serem avaliados nesse estudo comparando-se, para isso, valores
obtidos de animais controles, n&o-infectados, com aqueles obtidos nas
condigbes de 8 e 14 dpi.

Através da analise por immunoblotting verificamos, nessas condig¢oes,
variagao da expressao intratimica das proteinas Bcl-xl e Bax, respectivamente
anti e pro-apoptoticas. A deteccdo de Bax foi maior em timos obtidos de
animais com 8 dpi, quando comparada ao controle. Quando avaliada em 14 dpi
observou-se reducio da expressao dessa proteina em relacdo a 8 dpi embora,

ainda sim, o nivel de detecgéo tenha sido superior ao controle (Figura 4.3.A-B).
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Paralelamente, sob as mesmas condic¢des, verificamos aumento significativo da

proteina Bcl-xI em 14 dpi.
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Figura 4.1. Analise da atrofia timica induzida pela infeccdo experimental por T.
cruzi. (A) O numero de timdcitos em cada dia da cinética infecciosa foi obtido
utilizando-se os valores de contagem celular em camara de Newbauer. Valores estao
expressos como média = erro padrdo. N=5 animais/grupo. *p<0,05 comparado aos
respectivos controles. (B) Perfil fenotipico de subpopulagdes timocitarias definidas
pela expressédo de CD4 e CDS8, durante a fase aguda da infecgdo. Representagao

citofluorométrica de um experimento formado por pool de 3 timos.
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Figura 4.2. Apoptose em subpopulagcoes de timécitos durante a fase aguda da
infecgao por T. cruzi. Timécitos obtidos de animais em diferentes dias de infecgéo
foram caracterizados quanto ao percentual de apoptose, através da marcacao anexina
V-FITC. A comparacao dentre as diferentes subtipopulacbes de timécitos foi realizada
através da marcacgao simultdnea de CD4 e CD8. Valores percentuais estdo expressos
em média £ erro padrdao. N=5 animais/grupo. *p<0,05 comparado aos respectivos

controles.
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Figura 4.3. Expressao de Bcl-xl e BAX durante a atrofia timica induzida por T.
cruzi. A expressao das proteina s Bcl-xl e BAX foi verificada por western blotting em
timos obtidos de animais nao-infectados (cont) e infectados com 8 e 14 dpi. (A)
Revelagdo das membranas apds transferéncia eletroforética. (B) Analise
densitométrica da expressao protéica. *p<0,05 comparado aos respectivos controles.

#p<0,05 comparado a 8 dpi.
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4.2. Circuito intratimico de glicocorticéide durante a infecgao
experimental por T. cruzi

Investigamos se a modulagao de fatores apoptéticos intratimicos durante
a infeccdo por T. cruzi estaria relacionada a alteragcbes nas vias locais de
sintese de GC. Para isso, primeiramente verificamos se uma possivel alteracéo
na expressdo de GR e das enzimas StaR e Cyp11A, envolvidas na via de
biossintese de corticosterona, estaria relacionada a maior ocorréncia de
apoptose nas células DP, quando comparadas as SP. Verificamos modulacéo
diferenciada dessas enzimas nas diferentes subpopulagdes analisadas.
Enquanto em DP, os niveis de expressao de StaR se mantiveram constante no
decorrer da infecgdo aguda, nas células SP esses niveis variaram,
apresentando redugdo em 8 dpi (Figura 4.4B). Diferentemente, quando a
expressao de Cyp11A foi avaliada, observamos variagdo da expressao génica
da enzima somente em DP, com aumento em 8 dpi e posterior
restabelecimente ao nivel do controle (Figura 4.4C).

Observamos o mesmo perfil de variagao de GR para subpopulagdes de
células DP e SP, com aumento da expressdao génica em 8 dpi e
restabelecimento, em 14 dpi, a niveis fisiologicos do controle (Figura 4.4A).
Essa modulagdo de GR foi confirmada através de analise imunohistoquimica
(Figura4.5), demonstrando, assim, que a variagao da expressao génica de GR
observada em células purificadas € refletida no conteudo intratimico do
receptor.

Uma possivel interrelagdo na modulag&o das vias sistémica e intratimica
de sintese de GC durante a infeccdo por T. cruzi foi analisada através da
dosagem de corticosterona em ambos os compartimentos. O aumento
sistémico de GC, caracteristico da fase aguda da infeccéo, nao foi observado
no timo (Figura 4.6A-B). Em 8 dpi, encontramos uma redugcdo em
aproximadamente 60% na concentracdo intratimica de corticosterona,
enquanto os niveis plasmaticos permaneceram inalterados. A quantidade
intratimica do horménio foi restabelecida em 14 dpi, ao mesmo tempo, que
nesses animais, o0s niveis plasmaticos de corticosterona encontrava-se
aumentados em aproximadamente 10 vezes em relagédo ao controle

Em acordo com os dados ja descritos na literatura, que demonstram

modulagao inversa da expressao de GR frente a exposicao do ligante (Miller et
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al., 1999; Sanden et al., 2000), verificamos existir relacdo entre a variagao nos
niveis de corticosterona intratimico e a expressdo de GR em DP no curso da
infeccdo aguda por T. cruzi. (Figura 4.7). Enquanto em 8 dpi os niveis de
corticosterona intratimico encontraram-se reduzidos em relagdo ao controle, a
expressdo de GR aumentou. Por outro lado, em 14 dpi, quando os niveis
intratimicos de corticosterona foram restabelecidos, a expressdo de GR
também reduziu, equiparando-se ao controle (Figura 4.7).

Buscando verificar se uma provavel alteragao no balancgo intratimico das
vias de sintese e degradacao de corticosterona estaria relacionada as variagos
na concentragao local do horménio, analisamos a expressao intratimica das
enzimas 11beta-HSD, subtipos 1 e 2 relacionadas, respectivamente, a ativacao
e inativacdo de corticosterona in vivo. Os dados encontrados demonstram
aumento de expressdo de ambas isoformas em 8 dpi, quando comparadas ao
controle. Em 14 dpi, entretanto, apenas o subtipo 1 apresentou aumento

significativo de expressao génica (Figura 4.8A-B).
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Figura 4.4. Expressao génica de StaR, Cyp11A e GR em subpopulagdes de
timécitos durante a atrofia timica decorrente da infecgao pelo T. cruzi. Timdcitos
DP, CD4" e CD8" foram obtidos por técnica de enriquecimento celular a partir de pool
de timdcitos de animais controles e infectados com 8 e 14 dpi. Apds extragdo de RNA
e obtencdo de cDNA a expressdo de StAR (A) e Cyp11A (B), as duas principais
enzimas envolvidas na biossintese de corticosterona, foram definida por gPCR, assim
como a de GR (C). Unidades relativas de expressdo génica estdo mostradas como
médiazerro padrao. N=4 pools por grupo. Cada pool foi formado com células obtidas

de 3 animais diferentes. *p<0,05 comparado aos respectivos controles. #p<0,05

comparado a 8 dpi.
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Figura 4.5. Expressao intratimica de receptor de glicocorticéide durante a atrofia
timica induzida pela infecgdo pelo T. cruzi. A detecgao intratimica de GR foi
realizada por imunohistoquimica em cortes desparafinados. Os timos analisados foram
obtidos a partir de animais controles (A), infectados com 8 dpi (B) e 14 dpi (C). Como
controle de marcacao inespecifica foram utilizados cortes nao-incubados com o
anticorpo primario (D). Imagens representativas de um animal por grupo. Aumento
total de 400x.
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Figura 4.6. Quantificagado de corticosterona intratimica e plasmatica. (A) Os niveis
de corticosterona foram verificados no sobrenadante obtido de extrato de timo total.
Apos a maceracdo mecanica em homogeneizador de tecidos e sonicagdo para o
rompimento de todas as células, o sobrenadante foi obtido por centrifugacdo. A
quantidade final de horménio representada foi calculada com base na massa de cada
timo. (B) As amostras de plasma para quantificagcao sistémica foram obtidas a partir de
sangue retirado através de puncdo cardiaca em solugdo de heparina. Em ambos os
casos, a quantificacdo de corticosterona foi realizada por radioimunoensaio,
comparando-se animais controles com infectados em 8 e 14 dpi. Valores expressos
em média £ erro padrdao. N=5 animais/grupo. *p<0,05 comparado aos respectivos

controles. #p<0,05 comparado a 8 dpi.
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Figura 4.7. Relagcao entre corticosterona intratimica e expressao de GR em DP.
As curvas obtidas para expressdo génica de GR em DP e corticosterona intratimica
sdo apresentadas conjuntamente. Valores expressos em média + erro padrdo. N=5
animais/grupo. *p<0,05 comparado aos respectivos controles. #p<0,05 comparado a 8
dpi.
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Figura 4.8. Expressao intratimica de 11beta-HSD1 e 11beta-HSD2 durante a
atrofia timica decorrente da infecgao pelo T. cruzi. Apés a maceracdo mecanica do
timo em solugao de tiocinato de guanidina e sonicagao para o rompimento de todas as
células, o sobrenadante foi obtido por centrifugacdo. Apds extracdo de RNA e
obtencdo de cDNA, a expressdo génica de 11beta-HSD1 e 11beta-HSD2, as duas
principais enzimas envolvidas, respectivamente, na ativagdo e inativacdo de
corticosterona in vivo, foi definida por Qpcr. Valores aleatérios de expressao génica
expressos em média + erro padrdo. N=3 pools com grupo. Cada pool foi formado com
células obtidas de 3 animais diferentes. *p<0,05, comparado aos respectivos

controles. #p<0,05 comparado a 8 dpi.

62



4.3. Efeito da infecgdo experimental por T. cruzi sobre a modulagao
intaratimica de prolactina e seu receptor

Investigamos se as variagbes observadas no circuito intratimico de GC
ocorrem em paralelo a modulagdo de PRL durante a infeccdo por T. cruzi.
Primeiramente, analisamos a expressao de PRLR nas diferentes
subpopulagdes de timécitos. Verificamos modulagédo diferencial da expressao
de PRLR na subpopulacdo DP em relagcdo as células SP. Os dados
encontrados demonstram que embora haja uma diminuigdo inicial da
expressdo de PRLR, em 8 dpi, tanto em DP quanto em SP, somente nas
células DP houve restabelecimento dos niveis de PRLR em dire¢cdo ao controle
na fase mais tardia da infeccdo aguda, quando possivelmete somente as
células mais resistentes a agcao de GC sobreviveram. A expressao de PRLR
manteve-se reduzida nas células SP durante todos os dias analisados.

A andlise da expressdo génica de PRL em timdcitos purificados
demonstrou o mesmo padrao de expressao em todas as subpopulagdes, com
reducéo da expressido em 8 dpi e posterior restabelecimento em 14 dpi ao nivel
do controle (Figura 4.9B).

Dados obtidos por imunohistoquimica confirmam esses achados e
demonstram que a variagdo da expressao génica de PRL observada em
células purificadas € refletida no conteudo intratimico do horménio (Figura
4.10).

Com o objetivo de verificarmos se as variagdes intratimicas de PRL
estariam relacionadas a modulagdo do hormdnio circulante, analisamos a
concentragdo de PRL plasmatica por ensaio imunoenzimatico. Ao contrario do
observado no timo, foi detectado aumento dos niveis circulantes do horménio
em 8 dpi com posterior restabelecimento em 14 dpi ao nivel do controle (Figura
4.11).
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Figura 4.9. Expressao génica de PRLR e PRL em subpopula¢cées de timécitos
durante a atrofia timica decorrente da infecgdo pelo T. cruzi. Timécitos DP, CD4" e
CD8" foram obtidos por técnica de enriquecimento celular a partir de pool de timdécitos
de animais controles e infectados com 8 e 14 dpi. Apos extracdo de RNA e obtencao
de cDNA a expressdo de PRLR (A) foi definida por gPCR, juntamente a PRL (B).
Unidades relativas de expressao génica estdo mostradas como meédiaterro padrao.
N=4 pools por grupo. Cada pool foi formado com células obtidas de 3 animais

diferentes. *p<0,05 comparado aos respectivos controles. #p<0,05 comparado a 8 dpi.
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4.10. Expressao intratimica de PRL. A detecg¢ao intratimica de PRL foi realizada por
imunohistoquimica em cortes desparafinados. Os timos analisados foram obtidos a
partir de animais controles (A), infectados com 8 dpi (B) e 14 dpi (C). Como controle
de marcacao inespecifica foram utilizados cortes nao-incubados com o anticorpo

primario (D). Imagens representativas de um animal por grupo. Aumento total de 400x.
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Figura 4.11. Dosagem de prolactina plasmatica. As amostras de plasma para
dosagem sistémica de prolactina foram obtidas a partir de sangue retirado através de
puncao cardiaca em solugdo de heparina. A quantificacdo foi realizada por ensaio
imunoenzimatico, comparando-se animais controles com infectados em 8 e 14 dpi.
N=5 animais/grupo. *p<0,05 comparado aos respectivos controles. #p<0,05

comparado a 8 dpi.

66



4.4. Suscetibilidade de timécitos a morte celular induzida por
glicocorticéide: efeito protetor de prolactina

Com base nos dados obtidos que demonstram modulacao da expressao
intratimica de PRLR e GR durante a infeccdo experimental por T. cruzi,
procuramos definir se tais mudangas estariam relacionadas a variacdo da
suscetibilidade de timocitos a indugdo de apoptose por GC. Através de um
modelo estabelecido in vitro, adicionamos dexametasona na concentracdo de
10®M junto a timdcitos obtidos de animais controles e infectados com 8 e 14
dpi. Observamos que o efeito pro-apoptdtico de dexamentasona foi mais
perceptivel em timocitos obtidos de animais com 8 dpi, quando comparado ao
grupo controle, o que corrabora com os nossos achados.

Nessas mesmas condicdes, verificamos o efeito protetor de PRL frente a
morte celular induzida por GC. Quando timdcitos obtidos de animais né&o-
infectados foram tratados com PRL 10°M por 1h, previamente a exposicédo de
dexametasona, verificou-se efeito de protecao total desses timdcitos da morte
induzida por GC, com deteccado dos niveis de células apoptéticas semelhante
ao controle (Figura 4.13A). Por outro lado, quando o mesmo ensaio foi
realizado com timécitos obtidos de animais com 8 dpi, esse efeito protetor foi
somente parcialmente observado (Figura 4.13B). Em timdcitos obtidos de
animais com 14 dpi, os niveis de apoptose induzida por GC nao foram
significativos em relagdo ao controle e, por conseguinte, o efeito protetor de

PRL também nao foi perceptivel (Figura 4.13C).
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Figura 4.12. Variagao da suscetibilidade de timécitos a apoptose induzida por
dexametasona entre os diferentes dias da cinética de infecgao. Células obtidas de
timos de animais nao-infectados (controles) e infectados com 8 e 14 dpi foram
colocadas em cultura com dexametasona (10 M) durante 12 h. Apds esse periodo as
células foram lavadas e marcadas com anexina V-FITC para a caracterizagdo de
apoptose. (A) Perfil citofluorimétrico de células apoptoticas. Imagem representativa de
um animal/grupo (B) Razao de apoptose entre os grupos tratados e nao-tratados. N=5

animais/grupo. *p<0,05 comparado aos respectivos controles. #p<0,05 comparado a 8

dpi.
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Figura 4.13. Verificagdo da atividade anti apoptética de PRL em timécitos
obtidos em diferentes dias da infecgdao. Timodcitos obtidos de animais néao-
infectados (A) e infectados com 8 (B) e 14 (C) dpi foram colocadas em cultura com
dexametasona (10 M), associado ou ndo a adigdo pévia de PRL (10°M), durante 12
h. Apds esse periodo as células foram lavadas e marcadas com anexina V-FITC para
a caracterizagado de apoptose. Representacdo do percentual de células apoptoéticas
nos diferentes grupos. N=5 animais/grupo *p<0,05 comparados ao grupo controle e
#<0,05 comparado a gc.
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5. DISCUSSAO

Muitos estudos tém apontado PRL como uma importante substancia
imunomoduladora. A hipétese vigente é que em situagdes de estresse onde os
niveis de glicocorticdides estejam aumentados, a ativacdo de PRLR possa
previnir a morte celular induzida pela ativagdo de GR. (Weimann et al., 1999;
Biswas et al., 20006).

Uma vez que durante a fase aguda da doenca de Chagas experimental
existe um desequilibrio neuroimunoenddcrino dos camundongos infectados,
caracterizado por altos niveis de glicocorticoide sistémico (Brener & Gazzinelli,
1999; Perez et al., 2007) e modulagao da secrec¢ao de PRL hipofisaria (Correa-
de-Santana et al., 2009), buscamos estabelecer um modelo para verificar uma
possivel interacao entre esses horménios durante o processo de atrofia timica
caracteristica da fase aguda dessa infecgdo. Para isso, em um primeiro
momento, buscamos caracterizar a cinética de atrofia timica caracteristica do
nosso modelo. Verificamos que, utilizando camundongos BALB/c machos de
aproximadamente seis semanas, infectados com 100 formas tripomastigotas do
parasita (T. cruzi, cepa Tulahuen, ip), o processo de atrofia timica comegou a
ser instalado em 8 dias pds infecgao (8 dpi); essa atrofia atingiu o seu grau
maximo em 14 dpi, quando houve uma reducdo de -celularidade de
aproximadamente 70% em relagdo ao grupo controle ndo-infectado. De fato,
conforme ja descrito na literatura, demonstramos ser a DP a principal
subpopulagcao de timécitos afetada durante esse processo (Leite-de-Moraes et
al, 1991; Perez et al, 2007).

O motivo pelo qual as células DP sdo mais sensiveis a indugdo de morte
por apoptose por GC ainda ndo esta bem elucidado. Especula-se que o
principal fator seja a auséncia de sinalizacdo mediada por CD28 nessas células
(van den Brandt et al, 2004). Nesse contexto, a ativagdo desta molécula
juntamente com o GR levaria a um aumento da proteina anti apoptética Bcl-xl,
capaz de inibir a morte celular induzida por GC (Chao et al., 1995).

O maior percentual de células apoptéticas identificadas ocorreu em 11
dpi, quando se observou no timo desses animais um aumento de células DP
apoptoticas em aproximadamente 3 vezes em relacdo ao controle nao-
infectado. Em 14 dpi, no entanto, observamos tendéncia ao restabelecimento

desse percentual, demonstrando que nessa fase, os timdcitos DP que
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resistram a indugcdo de apoptose, constituem-se em uma populagédo
diferenciada de células mais resistentes.

Buscando verificar se a maior sensibilidade de DP a apoptose poderia
também estar relacionada a modulagao diferencial dos niveis autécrinos de
corticosterona sintetizada, comparamos a expressao génica de StAR e Cyp11A
- as principais enzimas envolvidas na via de biossintese de GC - entre as
diferentes subpopulag¢des de timdcitos purificadas definidas pelos marcadores
CD4 e CD8. Observamos uma modulacdo diferencial dessas enzimas na
subpopulacdo de células DP, em relacéo as subpopulacbes SP CD4" e CD8",
as quais apresentaram o mesmo padrao de expressao entre si. Os dados
obtidos indicam que os nives autocrinos de producéo de corticosterona por DP
sao maiores que nas células SP, onde observou-se reducao da expresssao de
StaR em 8dpi a0 mesmo tempo em que a expressao de CyP11A estive
aumentada somente na subpopulacdo DP, sem apresentarem alteracdo nas
células SP. Dessa forma, e em acordo com dados ja publicados (Vacchio et al.,
1994; Qiao et al., 2008), a produgao autdcrina de corticosterona pelos timocitos
em diferenciacido parece ser um importante fator de sobrevida para essas
células.

A partir desses dados, optamos por analisar o balanco intratimico das
vias de GR e PRLR em dois pontos especificos da curva de infecgdo. Os dias
selecionados foram 8 e 14 dpi, quando animais no inicio do processo de atrofia
timica foram comparados aqueles em que o processo de morte celular
encontra-se estabilizado. Supondo que nesse periodo mais tardio somente
algumas células mais resistentes a agdo de GC sobreviveram, essa analise nos
permitiu tracar um perfil de comparagcdo com a situacao inicial de atrofia em
que esses timos estdo mais susceptiveis a acao de GC.

A anadlise desses diferentes momentos nos permitiu verificar possiveis
alteracbes da homeostasia timica, responsaveis pela atrofia timica decorrente
da infec¢ao. Dados obtidos pela deteccado das proteinas apoptéticas Bax e Bcl-
xI demonstraram perturbacdo do equilibrio local das vias de morte celular
durante o processo de atrofia timica. Vimos aumento da proteina pro-
apoptotica Bax em ambos 8 e 14 dpi, embora na fase mais tardia esse
aumento estivesse sido menos expressivo, aparentando tendéncia de

restabelecimento em relagdo aos niveis do controle. Esses dados estdo de
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acordo com o aumento da proteina anti apoptética Bcl-xl em 14 dpi que,
sabidamente, reduz a acéo pro-apoptotica de Bax por formar dimeros com a
mesma e diminuir a quantidade da proteina livre capaz de gerar apoptose
nessas células (Brandt et al., 2004).

Em uma etapa seguinte, investigamos se a modulagao de tais fatores
estaria relacionada a alteragcdo das vias locais de GC. Observamos um
aumento da expresséao intratimica de GR em 8 dpi, com posterior redu¢cdo em
14 dpi para os niveis do controle. Tal modulagdo ocorreu em todas as
subpopulagdes de timécitos e poderia estar relacionada ao aumento de
expressao dos fatores pro-apoptoticos relacionados a instauragdo do processo
de atrofia timica nesses animais.

Uma vez que ja € sabido que a expressdao de GR é inversamente
modulada pela concentragdo local disponivel do ligante (Miller et al., 1999;
Sanden et al., 2000), verificamos se uma possivel alteragdo da concentragcao
intratimica de corticosterona estaria relacionada a esses achados. De fato,
existe uma correlacdo inversa entre a expressdao de GR no timo e a
disponibilidade do horménio. Em 8 dpi, quando os niveis intratimicos do
hormdnio se encontraram reduzidos em aproximadamente 3 vezes em relagao
ao controle, ocorreu um aumento proporcional de GR nas células DP. Em 14
dpi ambos os fatores tenderam a restabelecer em relagcéo ao controle. Uma vez
que, conforme ja descrito na literatura (Roggero et al., 2006; Perez et al.,
2007), demonstramos aumento progressivo dos niveis plasmaticos de
corticosterona durante a fase aguda da infecc&o por T. cruzi, podemos verificar
que o timo possui uma regulagao propria das vias de GC, as quais parecem ser
independendentes da regulacao sistémica. A redugcao de expressao de GR nas
células DP que sobrevivem em 14 dpi, quando os niveis sistémicos de
corticosterona atingiram seu valor maximo, poderia ser um importante
mecanismo de protecdo a apoptose induzida por GC. Uma vez que a
disponibilidade intratimica de GC depende do balanco local entre as enzimas
11-beta HSD, subtipos 1 e 2, respectivamente responsaveis pela ativacao e
inativagdo de corticosterona local, o grande aumento da expresséo intratimica
do subtipo 1 em 14 dpi, sem alteracdo dos niveis do subtipo 2, sugere a

participacao dessa enzima no restabelecimento dos niveis intratimicos de GC.
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Em uma proxima etapa investigamos as variagbes observadas no
circuito intratimico de GC ocorreriam em paralelo a modulagdo de PRL. A
andlise da expressdao da isoforma longa de PRLR nas diferentes
subpopulagdes de timécitos demonstrou mais uma vez modulagao diferencial
da expressdo de PRLR nas células DP em relacéo as simples positivas CD4" e
CD8". Enquanto nas células SP houve redugdo sustentada de PRLR durante 8
e 14 dpi, nas células DP essa reducdo ocorreu somente em 8 dpi,
restabelecendo posteriormente em niveis até mesmo superiores ao grupo
controle nao-infectado. Uma vez que esse é o principal subtipo do receptor
envolvido na sinalizacdo de STATS5 (Bole-Feysot.,, 1998), nossos dados
sugerem que a maior expressdo de PRLR na fase mais tardia da infec¢ao por
T. cruzi possa ser um importante fator de resisténcia das células DP. E sabido
que a ativacado de PRLR resgata células T da morte induzida por GC (Weimann
et al., 1999; Biswas et al., 2006), o que pode estar relacionado ao aumento da
proteina  anti apoptotica de Bcl-xl, caracterizado na fase mais tardia da
infeccédo, em 14 dpi. De fato, os niveis de Bcl-xl, mas ndo de Bcl-2, séo
aumentados em resposta a sinalizagcdo de STATS5, o que constitui um
importante fator de sobrevivéncia em muitos tipos celulares (Socolovsky et al.,
1999; Grad et al., 2000)

Através da analise imunohistoquimica verificamos diminui¢do dos niveis
intratimicos de PRL em 8 dpi e posterior restabelecimento ao nivel do controle
em 14 dpi. Tais dados foram confirmados pela analise da expressao génica de
PRL nas subpopulagdes de timdcitos isoladas.

Com base nesses achados, verificamos os niveis plasmaticos de PRL.
Assim como para corticosterona, encontramos diferenca entre a sintese
sistémica e intratimica do horménio, sugerindo mais uma vez um circuito de
modulagado intratimica especifico e independente. Enquanto a quantificacao
dos niveis sistémicos demonstrou aumento significativo da concentragcdo de
PRL em 8 dpi, com posterior restabelecimento aos niveis fisioldgicos, no timo
essa modulacao ocorreu de forma inversa. Uma vez que, ao contrario de GR, a
expressédo de PRLR é induzida pela exposigédo ao ligante, que esta localmente
reduzido em 8 dpi, esses achados mais uma vez corroboram a hipotese de
haver uma importante participacao das vias de modulacdo intratimica de PRL

na atrofia timica caracteristica da fase aguda da infec¢ao por T. cruzi.

73



Frente a esse quadro de desregulacdo do balango intratimico das vias
de GR e PRLR, verificamos, através de ensaios funcionais in vitro, se tais
alteragdes estariam relacionadas a modulagdo da suscetibilidade de timdcitos,
a morte celular induzida por GC, em animais infectados. Observamos uma
maior indugao de apoptose por dexametasona em timdcitos obtidos de animais
com 8 dpi, quando comparados aos respectivos controles, n&o-tratados.
Considerando o aumento das vias de apoptose nos timos desses animais
juntamente a uma maior expressdo de GR e reducdo dos niveis de PRLR em
células DP, verificamos que esses dados estdo em total acordo com o
esperado. Nesse sentido, também observamos que timocitos obtidos de
animais com 14 dpi apresentam uma menor suscetibilidade a morte celular
induzida por GC. Esses dados corroboram a importancia da agdo genémica de
GC durante a atrofia timica por T. cruzi. De fato, embora alguns efeitos nao-
gendmicos estejam sendo apontados como importantes componentes para o
processo de apoptose induzida por GC, € fundamental que ocorra formacao
dos produtos protéicos relacionados a transativagdo mediada por GR, como as
proteinas Bax e Bad, além da ligacdo de GR ao DNA, como demonstrado em
animais deficientes para essa ligacdo e cujos timocitos séo resistentes a
indugao de morte por GC (Cole et al., 2001).

Com o objetivo de verificarmos o efeito protetor de PRL na indugéo de
morte por GC, testamos, novamente através de uma abordagem in vitro, a
resposta anti apoptotica desse horménio frente a morte induzida por
corticosterona. Observamos uma resposta reduzida de protecdo em timaocitos
obtidos de animais com 8 dpi, quando comparados aqueles nao-infectados.
Uma vez que os niveis de PRLR expressos nas células DP encontram-se
reduzidos nessa fase, esses dados demonstram a importancia da expressao
desse receptor para o efeito de protecdo de PRL frente aos efeitos induzidos
por GC.

Juntos, esses dados sugerem um importante papel do equilibrio das vias
intratimicas de GC e PRL na manutengcdo da homeostasia intratimica. Em
acordo com achados anteriores, postulamos que a redugao da sinalizagao de
PRLR na fase inicial da infecgao por T. cruzi resulte em aumento da apoptose
induzida por GR. Por outro lado, a restauracdo do equilibrio entre essas vias

observado nas células que sobreviveram no periodo mais tardio da atrofia
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timica, parece estar relacionado a resisténcia dessas células a morte induzida
por GC (Figura 5.1.).

8dpi

Figura 5.1. Hipétese de interagées entre GR e PRLR na célula DP durante a atrofia timica
causada por T. cruzi. Em 8 dpi, momento em que a célula DP esta mais susceptivel a morte
por apoptose e o processo de atrofia timica € instaurado, a sinalizagdo de PRLR esta baixa e o
efeito de GR sobrepbe nos mecanismos de ativacdo génica, gerando, consequientemente,
indugao de apoptose. Por outro lado, em 14 dpi, ocorre equilibrio entre a sinalizagdo de PRLR
e GR, através de Stat5-P, a sinalizagcao de PRLR sobrepbe a de GR. Nesse ponto, a interagao
de Stat5-P com GR, inibiria a transcricdo de Bax ao mesmo tempo estimulando a sintese da
proteina anti apoptética Bcl-xl e o efeito de protecdo da apoptose por PRL seria entdo

observado nas células sobreviventes em 14 dpi.
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Ressaltamos ainda que, o desequilibrio neuroimunoenddcrino
caracteristico da fase aguda da infecgao por T. cruzi parece ser muito mais
complexo do que ja foi descrito. Aparentemente, a diminuicdo das vias
intratimicas de PRL sensibiliza o timdcito a acao pré-apotética de GC. Dessa
forma, estudos adicionais utilizando-se inibidores das vias biossintéticas de GC
e PRL estdo sendo formulados. Essas novas abordagens, em conjunto com os
dados da presente dissertacdo, contribuirdo para uma melhor compreensao
dos mecanismos de controle da morte celular no curso da infecgdo aguda pelo

T. cruzi
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6. CONCLUSOES E PERSPECTVAS FUTURAS

Com a conclusdo desse trabalho conseguimos alcangar a nossa
principal meta proposta, que foi verificar o envolvimento dos circuitos
intratimicos de PRL e GC na atrofia timica caracteristica da fase aguda da
infeccdo pelo T. cruzi.

Dessa forma, através dos diversos experimentos executados que
envolveram abordagens celulares e moleculares em camundongos adultos

jovens infectados, verificamos que:

1) A instauracio do processo de atrofia timica em 8 dpi, esta relacionada a
morte por apoptose de células DP devido a uma maior sinalizacdo de GC em

paralelo a redugao de PRLR e seu ligante nessas células;

2) A resisténcia de células DP a acao pro-apoptética de GC nas fases mais
tardias da infeccdo pelo T. cruzi esta relacionada ao aumento das vias de

PRLR em paralelo a reducao das vias de GR;

3) A produgdo intratimica de GC e PRL independe da biossintese
sisttmica, e parece ser a principal responsavel pelo balanco de
morte/sobrevivéncia de timdcitos durante a infeccdo pelo T. cruzi, através da

modulagao local de seus respectivos receptores;

4) A preservagao do equilibrio exercido pela sinalizagdo cruzada (cross-
talk) entre GR e PRLR €& um importante fator para a manutengdo da
homeostasia timica em situagdes de estresse fisioldgico que ocorrem durante a

infecgao experimental pelo T. cruzi.

Dando continuidade a esse estudo pretendemos, nos proximos
experimentos, verificar o efeito da inibigdo direta das vias biossintéticas de GC
e PRL na atrofia timica infecciosa complementando, assim, os nossos achados
a cerca da contribuicdo do equilibrio intratimico da sinalizacdo de PRLR e GR

para a manutengdo da homeostasia timica durante a infecgéo pelo T. cruzi.
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