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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

A galectina-3 (Gal-3) lectina soltvel ligante de @alactosideos, € encontrada
diferentes compartimentos celulares, modulandorsidgeprocessos bioldgi¢, como
proliferacdo e apoptoseNo timo, érgdo linfide central onde as células T
diferenciam, esta presente no coértex e na medaotarag com glicoproteinas d
superficie celular ecomponente da matriz extracelular (ECM)influenciando a
migracdo de timodcitos, fundamental pesua diferenciagdogcom propriedadede-
adesivas Em estudos prévios, notamos uma acentuada dimowda massa e
celularidade do timode animais ddtientes para o gene da 3 (Gal-3").
Considerando a capacidade cal-3 emmodular processos bioldgicos que podem ¢
envolvidos nestdendmeno,tivemos por objetivoavaliar fatores envolvics com o
processo datrofia timica observado na auséncia de-3. Primeirament, verificamos
a possibilidade da G&-modular a expressdo dos genes StAR e CYP11Al
codificam proteinas ewWwidas na sintese de glicortides, hormdnios capazes
causar atrofia timica. @bBrvamos aumento da expressdo de StAR na a e de
ambos 0s genes no timo canimais Gal-3, correlacionando com os maiores nivei
corticosterona no soro e no timo desses animaisciRonetria de fluxo, analisam:
possiveis alteracdes nas sutulacdes de timocitos edn observamos difereng
significativas nas porcentagens de subpopulacdegldis definidaselos marcadores
CD4 e CD8. Porémao analisarmos o subgrupo de células c-negativas (DN),
demonstramoaum aumento de timocitos DI e diminuicdo de DNS3, isolados ¢
animais Gal-3. Em nimeros absolutos observamos uma diminuigfidfisativa dos
timocitos em todas as subpopulacdes analisadaan@lse das taxas morte celular,
através da marcacdo por anexin, apesar de ndo haver diferenca significativa
timocitos totais, houve aumento morte nos timocitos duplpesitivos DP) de animais
Gal-3". Por outro ladona andlise de proliferacdo espontanea por incogporale
bromodeoxiuridinapbservamos dimuicéo de proliferacdo nos timécitos totais, se
significativa nas células DN, [ e simples-positivas (SP)CD4. Adalise morfologice
do timo de animais G&Y mostrou manutencdo dasgides corticais e medular:
porém,observamos a presenca de estas semelhantes a corpusculos de H: na
medula.Além disso, andlise por imunofluorescéncia revedesorganizacada rede
epitelial timica desses animacom deteccdo dextensas areas sem ceélulas epitel
Ao analisamos a celularidadee outros 6rgéos linfoide®bservamos diminui¢éo 1
namero de células totaika medula 6ssea, baco e linfonodos mesentéricasnataos
linfonodos subcutaneos. Em conjunto, nossos dadgsam que a G-3 contribui para
a manutencédo da homeostase do timo, mndo a diferenciacéo, proliferacd morte
de timdcitos.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Galectin-3 (Gal-3) a soluble B-galactosideébinding lectin, is found at differel
subcellular compartments, modulating various biglalg process¢, such as
proliferation and apoptosién the thymus, theentral lymphoid organ in which T ce

differentiate, thisdctin is found inthe cortex and in the medulla. Galinteracts with
glycoproteins on thecell surface ancin extracellular matrixcomponents(ECM),

influencing thymocyte migration, which is fundamantor their differentiation, witt
de-adhesive propertie previous studies, we noted a serious decreabgnmus weigt

and cellularity in GaB deficient mice Gal-3"). Considering Ga ability to modulat
biological processes that may be involved in tihismenon, the aim of this projects

to evaluate factors involved in the process of ticyatrophy observed in the absence
Gal-3. We first verifieda possibl modulation in theexpression of StAR and CYP11/
geneswhich encode proteins involved in the synthesiglotocorticoids, hormones it

can cause thymic atrophy, Gal-3. We observed an increase in éipression of StAl
in the adrenal and dfoth genesin the thymus of Gal-3 mice, correlating with th
increased levels of corticosteronetheserum and thymus of these animals. We anal
by flow cytometry possible alterons in thymocyte subpopulations and did not
observe significant differences in the percentagfesell subsets defined by CD4 a
CD8. Howeverthe analysis of douk-negative (DN) cells showeah increase of DN
and a decrease in DN3 thymocytes isolated fron-3"animals. In absolute numbers

observed a significant decrease in all thymocytgepulations analyzedn the analysis
of cell death ratio by annexin V labelinglthough no significant differences were see
total thymocytes, there was an increase in d«-positive (DP) thymocyte death

Gal-3" animals. On the other har, the spontaneous proliferatioanalysis by
bromodeoxyuridin incorporation show a decrease iproliferation of total thymocyte:
being statisticdy significant in DN, DP and simg-positive (SPCD4 cells. The
morphological analysis ahe thymus of Gal-3 mice showedvell defined cortical an
medullary regions, buie observethe presence of structures similar to Ha's bodies
in the medulla. Moreove, immunofluorescence analysis showedident epithelial
networkdisorganization with extensive Tl-free areas. We also analyzed the cellul:
of other lymphoid organs and observedecrease in the number twial bone marrow,
spleen and mesenteric lymjnode cellsbut not in subcutaneous lymph nc. Taken
together, our data suggest that (-3 contributes to the maintenance of thyr
homeostasis, modulating thymocyte differentiatigoroliferation and cell death.
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1. INTRODUCAO

As galectinas, membros da superfamilia das legts#as proteinas que se ligam a
sequéncias especificas de carboidratos reconheagitd@onjugados presentes nos
tecidos animais. Essas moléculas sédo capazes ddandiversos processos biolégicos,
alguns destes podendo influenciar, inclusive, @ifumamento do sistema imune, como
por exemplo, a adesdo, a migracdo, proliferacdpoptase. Trabalhos anteriores do
nosso grupo demonstraram que na auséncia de galSctimolécula encontrada no
meio intra e extracelular e expressa por diverguss tcelulares e tecidos, ha uma
diminuicao significativa da massa do timo, 6érgadeoos linfocitos T passam por um
complexo processo de diferenciacdo, de sua mdasaaes do niumero de timécitos.

Neste trabalho, procuramos definir a influénciagadectina-3 no processo de
atrofia timica, através da avaliacdo de paramemespodem influenciar a manutencéo
da celularidade neste 6rgao, utilizando como modelestudo, animais deficientes para

0 gene da galectina-3.

1.1. Timo

O timo é o orgao linfoide primario, situado no nastino anterior, onde
precursores de células T oriundos da medula 6sssaim por um complexo processo
de diferenciacdo. E um 6rgéo bilobado e cada éobovolto por uma capsula de tecido
conjuntivo denso, que origina septos dividindo oépguima em multiplos Iébulos.
Cada lébulo apresenta duas regifes histologicas kefimidas, uma externa
denominada cortex, onde predominam os linfécitasnT diferenciacédo (timécitos), e
uma interna, denominada medula, na qual a quastidadimdécitos € menor e, desta
forma, é possivel uma melhor observacao das céjulascompdem o microambiente
timico (Mo6roy & Karsunky, 2000; Crivellatoet al, 2004) (Figural.l).Este
microambiente € composto por diversos tipos cedalardo-linfoides e moléculas de
matriz extracelular (ECM), apresentando ainda pmage solUveis como citocinas,
guimiocinas e algumas lectinas que possuem divdtsagg®es como adesdo, morte
celular e migracao (Bauet al, 1995a ; Savinet al, 2002; Savin@t al, 2004).

Os componentes do microambiente timico formam uede tridimensional que
controla as etapas do processo de maturacdo dosittis T como, a proliferacao,

diferenciacéo, rearranjo dos genes do receptoatchbs células T (TCR), assim como,



0s processos de selecdo positiva e negativa dadgiton. Estes fendbmenos ocorrem
devido a emissédo de diversos sinais que sdo fundaimepara o desenvolvimento e
também para a manutencdo das subpopulagbes deitbsf@ (von Boehmer, 2004;
Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007).

O amadurecimento dos linfécitos T é acompanhadodigersas mudancas
fenotipicas na expressdo de marcadores de memhbesazomo CD3, CD4, CDS8,
CD25, CD44, relacionados aos diferentes estagionataracdo dos timocitos (Ciofani
& Zuniga-Pflucker, 2007; Savin& Dardenne, 2000). Além disso, a migracdo das
células pelo 6rgao é fundamental para sua maturaeddo um processo multivetorial,
dependente da sua interagcdo com componentes dooamigiente como as
glicoproteinas de ECM, através dos receptor@#dyrinas, e moléculas soltveis como
guimiocinas e galectinas (Villa-Vera¢ al, 1994; Savinet al, 2004).

Além de ser o sitio da timopoese, uma das caratitexs do timo é a variacdo que
ocorre no 6rgdo e em seu microambiente durantda devido a diversas influéncias,
resultando na reducdo do tamanho, massa, celwdaridagradual declinio de sua
integridade e funcéo (Taub & Longo, 2005).

Figura 1.1. Corte de timo corado com Hematoxilina-Bsina Foto histologica
demonstrando a regido cortical, mais externa, cetagmrincipalmente por linfécitos, e
a regiao medular, mais interna, composta em suari@apor células epiteliais
(Adaptado de Nishinet al., 2006).



1. 1.1. Componentes do Microambiente Timico

O microambiente timico é formado por componentddares, como as células
epiteliais corticais e medulares, macréfagos, asludendriticas, células fagociticas
reticulares, fibroblastos e componentes nao-casjacomo as moléculas de ECM,
quimiocinas e citocinas (Savimb al, 2002) (Figura 1.2). A interagdo entre os tinuxit
em desenvolvimento e o microambiente é fundameata a formacéo de linfécitos T
imunocompetentes (Bommhardt al, 2004), porém os timdcitos também exercem
influéncia sobre o microambientergss-tall, sendo, portanto, essa interacdo necessaria
para o desenvolvimento de ambos (Hollareteal, 2006)

O principal componente celular do estroma timico a& células epiteliais
timicas (TEC) que formam um tecido heterogéneo emmds de funcéo, fenotipo e
morfologia. A distingdo das subpopulacdes de TEE€ sgiencontram na regido cortical
(cTEC) das que se encontram na regidao medular (npe@e ser feita através do uso
de alguns marcadores, como os filamentos intermesi@le citoqueratina 5 (K5),
citoqueratina 8 (K8), citoqueratina 13 (K13), citegatina 18 (K18) e citoqueratina 19
(K19), aléem dos marcadores MTS44 e MTS10. Em cawongus, a regido cortical
possui, em maioria, TEC com fenotipo 'KA8' K5 K13 K19MTS44", ao passo que na
medula apresentam-se células KEBK5'K13'K19'MTS10', tendo sido descritas
células com fendtipo K&5" na juncdo cortico-medular (CMJ) (Meireles-Sadza et
al., 1993; Kluget al,, 1998;Blackburnet al, 2002,Derbinskiet al, 2001, Savinet al,
2003). As TEC secretam proteinas de ECM, como liajriibronectina e colageno do
tipo IV, e expressam receptores para moléculasG,EEomo as integrinas VLA- 5 e
VLA-6 (Villa-Verde et al, 1994). Estas células sé@o as principais prodsitdeecitocinas
e secretam os hormoénios timicos timosiug timopoetina e timulina (Savino &
Dardenne, 2000).

As cTEC expressam moléculas do complexo principahidtocompatibilidade
(MHC) de classe | e Il. Estas células, entre oufta0es, sdo responsaveis pelo
recrutamento de precursores hematopoéticos do sargpumprometimento desses
precursores com a linhagem T, polarizacdo da magrae timacitos e participacado no
processo de selecdo positiva (Ciofani & Zuniga-¢kiéuw, 2007). Um tipo particular de
TEC encontrado na regido cortical mais externac&lala nurse timica (TNC), um
complexo linfoepitelial que corresponde a uma éstaumulticelular formada por uma

TEC que abriga, em camundongos, até 200 timocnosdéerenciacao (Wekerle &



Ketelsen, 1980). A entrada de timocitos no compléxeeduzida com o0 uso de
inibidores de microtubulos e microfilamentos, irmido que tais estruturas estdo
envolvidas na ligagcdo e internalizacdo dessas al@m desenvolvimento. S&o
internalizados pelas TNC principalmente timocitose qapresentam o fendtipo
afTCRCD4'CD8'CD69, essas células proliferam no interior das TNCne teseu
fenétipo alterado, passando a sfTCR°“CD4'CD8'CD69". As TNCs propiciam um
microambiente favoravel a maturacdo e diferenciagéotimdcitos imaturos, pois
expressam moléculas de ECM, como laminina, fibriom@&ce colageno do tipo 1V,
moléculas do MHC de classes | e Il e também seuoréiamonios, como a timulina,
hormonio capaz de aumentar a proliferacdo de tim®cAlém disso, parecem atuar no
processo de selecdo positiva e participam, junteen@om os macréfagos, da
eliminacdo das células que sofrem apoptose duranprocesso de diferenciacéo
(Wekerle & Ketelsen, 1980; Villa-Verdet al., 1995;Sammset al, 1999; Pezzanet
al., 2001 Webbet al, 2004).
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Figura 1.2. Representacdo esquematica demonstrands diferentes tipos celulares

gue compdem o microambiente timicgAdaptado de Savinet al, 2002).

As mMTEC expressam moléculas de MHC de classe éesdlo responsaveis pela
atracdo de timécitos que passaram pelo processelegio positiva, pela migracdo de

linfécitos T maduros para a periferia, assim copela inducdo de tolerancia central



(Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007)Podemos encontrar na regido medular de varios
mamiferos, inclusive em humanos, um conjunto varidel TEC que desenvolvem um
exacerbado processo de queratinizacdo organizanders pequenas estruturas
concéntricas chamadas de corpusculos de Hassahrticipacdo dos corpusculos na
fisiologia timica ainda € duvidosa. No entanto,uaigs evidéncias sugerem sua
participacdo na remocdo de células mortas e, tambéngeracdo intratimica, em
especial, de células T reguladoras ao influenciaaestividade das células dendriticas
(DC) (Watanabet al., 2005).

Dentre as células néo-epiteliais encontradas revoarnbiente timico, estdo
varios tipos de células fagociticas e apresentadiwantigenos que se distribuem pelas
diferentes regides do 6rgdo. Os macrofagos encw#rao timo possuem diversidade
fenotipica, sendo encontrados em todo 6rgéo, pest&o mais concentrados na regiao
cortico-medular. Uma das formas de diferenciar asrgfagos corticais, medulares e da
juncéo cértico-medular (CMJ) € a presenca de lmasocontendo restos de linfocitos
fagocitados, estando estas estruturas presentessomos primeiros (Sut& Sprent,
1994). As DC séao encontradas principalmente naoegiedular, ao longo dos vasos
sanguineos e na CMJ. A populacdo de DCs timicabéiamé heterogénea, sendo
encontradas DCs plasmocitoides, importantes proaside Interferom (IFNa), e DCs
convencionais, as que possuem maior capacidadepmdseatar antigenos para 0s
linfécitos T através das moléculas de MHC de cldssdl. Essas células apresentam
peptideos tecido-especificos as células T em desemento, participando, do
processo de selecdo negativa dos timdcitos, assmo ada geracdo de células T
reguladoras (Treg) (Kyewski & Derbinski, 2004; Rittd et al, 2009). Encontramos,
também, as PTRpbhagocytic cells of the thymic reticulyncélulas que apresentam
fendtipo similar aos macrofagos e expressam MHCIldese | e 1l (Papiernikt al,
1983). Estas células podem ser isoladas a partulieras primarias de timo murino.
Assim como as TEC, as PTR produzem moléculas deizmextracelular como
colageno-1V, fibronectina e laminina, expressanmepéares de fibronectina (VLA-4,
VLA-5) e de laminina (VLA-6), e ainda interagem caimacitos através de ligantes e
receptores de ECM (Ayres-Martiret al, 2004. Outro tipo celular encontrado no
microambiente s&o os fibroblastos, localizadosraeg&es ricas em tecido conjuntivo,
como 0s septos e a capsula. Estas células tamb®eapazes de produzir diferentes

moléculas de ECM, como fibronectina, laminina, gel#os tipo | e tipo IV (Savinet



al., 2000). Ainda, sdo essenciais para a proliferdedol EC, uma vez que produzem 0s
fatores de crescimento de fibroblasto (FGF) (Jesdkiet al, 2003).

Além dos componentes celulares 0 microambientectirdéi composto por uma
variedade de glicoproteinas de ECM. As moléculaE@M séo produzidas pelos
diferentes tipos celulares presentes no microarteieiendo papel importante na
migracao, adesao e diferenciacdo dos timoécitodo eesonhecidas pelas células timicas
através de receptores especificos. Grande patesdeseptores pertence a familia das
integrinas, que sao glicoproteinas transmembram@tesodiméricas compostas de duas
subunidadeso(e ). Até o0 momento, foram descritas 18 subunidages8 subunidades
B, formando, assim, 24 diferentes moléculas (Kinadd07). Os timocitos expressam,
principalmente, as integrinas denominadas V0L#ery late antigerjsda familiapl,
como por exemplo, os receptores VLAe#f1 ou CD49d/CD29) e VLA-505631 ou
CD49e/CD29) para fibronectina, e o receptor VLAeGBL ou CD49f/CD29) para
laminina. A distribuicdo destas moléculas, no ewtase altera de acordo o estagio de
diferenciacgao, refletindo uma influéncia distintssdigantes e receptores em cada etapa
da maturacdo. Também fazem parte do componenteahdler do estroma timico
diferentes fatores de crescimento, quimiocinas mnénios, moléculas soluveis que
podem estar também associadas a ECM e represenmtamportante fator na regulacao
da resposta imune celular (Saviebal, 2000; Savineet al, 2004, Smaniott@t al,
2005; Mendes-da-Crut al, 2008).

1. 1.2. Entrada de Precursores e Diferenciacao lrdatimica de Células T

Os linfécitos T sao derivados de células tronco dtepoéticas provenientes da
medula 6ssea. Enquanto a maior parte das célulaatbgoéticas amadurece na propria
medula, o processo de maturacdo dos linfocitos drrecno timo. Embora seja
amplamente relatado que os progenitores das células timo ndo sdo capazes de
sustentar seu desenvolvimento de forma indefirddaos recentes sugerem que, em
condi¢des de deficiéncia no suprimento de progexsteindos da medula 6ssea, o timo
pode funcionar de forma autbnoma, mantendo a diéeedo de timacitos e a geracao
de células T (Martinet d., 2012; Peaudecest al, 2012). Também €é importante
salientar que, além da colonizagdo do timo poregmitgres linfoides, o equilibrio entre

as taxas de proliferacdo e morte dos timécitosemigracao das células maduras, em



conjunto, contribuem para a manutencao da celaldecho 6rgdo e a geracdo continua
de células T no decorrer da vida pés-natal (Pt€ie3; Boehm & Bleul, 2006).

O evento que inicia o processo de diferenciacadidfixitos T é a entrada dos
precursores através de vasos sanguineos presemt&Ma (Yin et al., 2006). A
colonizacdo do timo por células linfoides progemito se inicia no dia 11,5 do
desenvolvimento embrionario (E11,5) em camundongosm humanos, a colonizacédo
se inicia na oitava semana de gestacdo. A entmgeodenitores de células T no timo
durante os estagios iniciais do desenvolvimentorieméxio, antes da vascularizacéo do
timo, € independente de vasos sanguineos, porédamtdws estagios mais tardios do
desenvolvimento embrionario e no periodo pés-natatrada dos precursores ocorre
por uma via dependente de vasos sanguineos (Radsi2005; Liu et al., 2006; Li, et
al., 2007). Ap6és a vascularizacdo do timo, 0s progenitores saoontrados,
principalmente, na CMJ e também nos espacos guendam 0s VAaos sanguineos deste
compartimento (Linckt al, 2001; Moriet al, 2007).

Ainda resta muito a ser elucidado em relacdo dmetque regem a entrada de
progenitores no timo. Apesar de acreditar-se gee psocesso deva ocorrer de forma
semelhante a entrada de linfocitos em Orgaos tisfosecundarios, havendo, portanto,
o reconhecimento do endotélio vascular, rolamerdas délulas, adesdo firme ao
endotélio e a finalizacdo do processo com o exsevanto destes progenitores para o
interior do 6rgdo (Schwarz & Bhandoola, 2006). Oatspecto ainda ndo compreendido
em sua totalidade é a identidade precisa dos ptoges que saem da medula 0ssea
para entrar no timo. Existem muitas controvérsiageacao ao fenotipo dessas células
(Chi et al, 2009).Sao candidatos a progenitores: as células tronotatopoéticas
(HSC), que podem originar todas as linhagens cgelslaanguineas e sdo auto-
renovaveis; o progenitor multipotente (MPP), quele®@riginar todas as linhagens
hematopoéticas, porém ndo € auto-renovavel, e gepitor linfoide comum (CLP).
Porém néo esta claro o quanto cada uma destaasékilia fisiologicamente capaz de
colonizar o timo através da corrente sanguineacédas supracitadas, HSC, MPP e
CLP, sdo denominadas fenotipicamente como progesithSK (LinSCA-1'cKit™),
uma vez que ndo apresentam marcadores de difegg@acide linhagens celulares
maduras, expressam SCA-1 (Antigeno de célulasdrthe o receptor CD117 (cKit)
gue se liga ao SCF (Fator derivado de células @onc

Uma vez os precursores tendo entrado no timo, égrdes vasos sanguineos

presentes na CMJ, inicia-se o processo de difexefcidos linfocitos T que, como dito
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anteriormente, € acompanhado por diversas muddegasipicas na expressao de
marcadores de membrana (Figura 1.3). E possivihaveestagio de maturacdo através
da analise desses marcadores. Os precursoresfimitdis T, que chegam ao timo, nédo
expressam 0s co-receptores CD4 e CD8, sendo, pmrtdanominados de células
duplo-negativas (DN). As células DN podem aindassbdivididas em quatro estagios

sucessivos de desenvolvimento, tomando como bagerassdo das moléculas CD44
(Pgp-1), receptor para acido hialurdnico e fibroimag CD117 (cKit), receptor para

SCF e CD25 (IL-2R), cadeia alfa do receptor de IL-2 (Pet&e Zuniga-Pflucker,
2007).
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Figura 1.3. Representacdo esquematica da timopoe€s estagios de diferenciacido estao
representados nas diferentes cores de setas, as [@etas indicam progressdo no
desenvolvimento e/ou migragdo e as setas vermetheam morte celular. O punhal (T) indica
as populagdes que sofrem apoptose ou morte @EdEkinalizacdo durante os processos de
selecdo. Os precursores linfoides (DN) entram gacoatraveés dos vasos sanguineos situados
na CMJ e migram para a regido cortical mais extédsatimocitos passam, entdo, para o
estagio duplo-positivo (DP), migrando para a regi@olular onde se encontram os linfocitos
nos estagios mais avancados de maturacdo conpfesiatiples-positivo CD4 ou CD8. CMJ —
juncé@o cortico-medular; SCZ — zona subcapsular;—Diuplo-positivo; pDP — pré-duplo-
positivo; SP — simples-positivo; cCTEC — célulaedjait timica cortical; mTEC — célula epitelial
timica medular; DC — célula dendritica; ETP — pnitge timico; IL-7 — interleucina-7; ISP —
Simples-positivo imaturo (Adaptado de Andersbal, 2007).
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A subpopulacdo definida como DN1 (CD@€H117CD25) encontra-se na
regido cortical, onde ocorrem altos niveis de esgiie do ligante de Notch, Delta-like
1. Os sinais transmitidos aos precursores via Naéb fundamentais para o
comprometimento dessas células com a linhagemdmfpois quando a interacdo entre
receptores Notch presentes nas células em desenealo e seus ligantes (como
Jaggedl, Jagged?2, Delta-likel e Delta-like4) ptesenas TEC é bloqueada, ocorrem
falhas no desenvolvimento dos linfocitos T, invi@bindo o inicio do rearranjo dos
segmentos génicos para producao do receptor dgeaat(Harmart al, 2003; Schmitt
et al, 2004; Laiosaet al, 2006). As células DN1 sdo capazes de gerar aaba
linhagens de linfocitos T, as que expressam TCR caxieiagd e as que expressam as
cadeias ap (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007), e possuem aftapacidade de
proliferac@o através da acdo da Interleucina 77§lIkia seu receptor, o heterodimero
composto pelas moléculas CD127 e CD132 (Wang, 2@0&cao desta molécula é
fundamental para o desenvolvimento e sobrevivéhasatimocitos. Na auséncia de IL-
7 ha uma diminuicdo da celularidade do timo comgisdio na diferenciacdo dos
linfécitos (von Freeden-Jeffrgt al, 1995).A IL-7 é produzida pela$EC presentes na
CMJ no timo adulto, local onde se encontram 0s ¢itné nos estagios mais precoces
de desenvolvimentdAlves et al, 2009). As células DN2 (CD2@D117CD25)
também possuem alta capacidade de proliferacaapregsdo dos genes ativadores de
recombinacdo (RAG) aumenta nessas células, ocariesgim o primeiro rearranjo dos
genes para as cadeias de F@RTCRs, porém nao para a cadeia TCfaponeet al,
1998; Livaket al, 1999). Os sinais via Notch, no estagio DN2 tiooilam atuando
sobre as células em diferenciacdo (Schetitl, 2004). Porém, algumas células DN2
permanecem com a capacidade de gerar DC e célatasal killer (NK) (Lu et al,
2005), o que sugere que em determinados locaisriphaja auséncia de sinalizacdo
via Notch, o que permite 0 ndo comprometimento afes®lulas com a linhagem
linfoide (Radtke et al., 2000). As células no estddN3 (CD44°“CD117CD25") estdo
permanentemente comprometidas com a linhagem defaima vez que nesta etapa
ocorre o rearranjo do gene T@ERNeste estagio ocorre um processo denominado
selecad3, onde as células que nao finalizam o rearranjd@B morrem e as células
cujo rearranjo do gene T@Rfoi bem sucedido expressam um receptor de célula T
imaturo (pré-TCR) em suas superficies e proliferal®m de aumentarem a expressao
dos RNA mensageiros que codificam as moléculas €0®8. No proximo estagio de

desenvolvimento, que envolve intensa proliferagiocélulas DN4 (CDAA'CD25)
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expressam o0s co-receptores CD4 e CD8, apesar dass®#p ser em baixos niveis; por
isso alguns autores denominam este estagio deupié-gositivas (pDP). As células
passam entdo por um breve estagio, em que sao d¢hama células simples-positivas
imaturas (ISP), e expressam o co-receptor CD8 #BGio& Zuniga-Pflucker, 2007;
Rothenberget al, 2008). Este estagio transitério evolui paraé&slas duplo-positivas
(DP). A transicdo das células DP, apdés o rearralge genes do TCR, ocorre
concomitantemente a reverséo de polaridade da gdigrque passa a ser em dire¢do a
medula, onde passam pelo processo de selecaovaedetsim, os timocitos fazem uma
migracdo em forma de “U” no interior do Iébulo témi(Witt & Robbins, 2005). As
células no estagio DP representam a maior populdgidimaocitos, no entanto, apenas
uma pequena porcentagem dessas células torna-serangmhssando a expressar
somente uma das moléculas co-receptoras CD4 ou tG@&ndo-se, portanto simples-
positivas (SP), ja que passam por extensivos osesle selecdo destinados a
assegurar que os linfécitos T maduros que sairetimaosejam capazes de reconhecer
moléculas de MHC préprio e discriminar entre amtégepréprios e nao-préprios. O
processo de selecdo ocorre em duas etapas, ummidada de selecdo positiva e a
outra de selecdo negativa, e depende de interagfreso microambiente e os timdcitos
(Chidgey & Boyd, 2001). A selecao positiva ocorre regiao cortical sendo de
fundamental importancia a participagédo das cTEGv{kes & Scweighoffer, 1995) e
esta relacionado a avidez das interacdes entrenplero peptideo-MHC das células
apresentadoras de antigeno (APC) e o TCR dos tiosd&obrevivem e continuam no
processo de amadurecimento os timocitos cuja igaeral CR/peptideo-MHC é
moderada. Por outro lado os timécitos com TCRsigteragem avidamente com 0s
complexos peptideo-MHC das APCs morrem por apopfoserre o rearranjo final da
cadeiao. do TCR nas células positivamente selecionadagu@btiverem sucesso no
rearranjo recebem sinais para proliferar, porémquasfalnam morrem por auséncia de
sinal. As células selecionadas nesse processoeapaasum repertério de TCR restrito
ao MHC, estando este evento relacionado ao compiroer@o dos timécitos em
células T auxiliares CD4ou em células T citotoxicas CD&Mick et al., 2004). Os
timocitos, que receberam sinais para sobreviveguesa sua diferenciacdo e séo
submetidos ao segundo processo de selecdo ques o@omegido medular, a selecao
negativa. Uma caracteristica peculiar desta etepsetbcdo é a expressdo ectdpica de
auto-antigenos tecido-especificos. As células diecak medulares (mDC) apresentam

as ceélulas T em desenvolvimento esses peptidads-especificos, e as células que os
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reconhecem morrem por apoptose. Entretanto, a imalesses antigenos nao-timicos
nao é sintetizada pelas mDC e sim por um grupo TeQGn sob o controle do fator de
transcricdo AIRE (regulador de autoimunidade; dgés, autoimune regulatgr sendo
fornecidas as mDC por apresentacao cruzada apde das mTEC (Gallegos & Bevan,
2004; Grayet al, 2007; revisado em Kyewsky & Derbinsky, 2004). @decessos de
selecdo permitem que as células T maduras que amwrigrdo timo para 0s Orgaos
linfoides periféricos sejam capazes de diferenogrpeptideos proprios dos néao-

proprios, evitando assim, reacdes autoimunes (Dedfad, 2006).

1.1.3. Importancia da Migracdo Intratimica no Processo deDiferenciacdo de

Timdcitos

Vale ressaltar que subpopulacfes distintas de tiosd@cupam diferentes
regibes do timo, indicando que a diferenciacdoaplada com a migracdo das células
em desenvolvimento através do estroma. A migraeidac é fundamental para que a
diferenciacéo ocorra normalmente, assim como paedda dos timocitos maduros para
o leito vascular (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007As subpopulacbes de TEC
encontradas no cortex e na medula facilitam agetifes etapas do desenvolvimento
das células T. Nos eventos intratimicos, célulaga¥sam por uma rota migratoria
intratimica direcionando-se para o cortex e, pasteente, para a medula. As
moléculas que participam do processo de migracaopsdduzidas por células que
compdem o microambiente timico, e seus correspoesieaceptores, expressos pelos
timécitos em desenvolvimento (Saviebal, 2004).

A medida que migram, os timocitos entram em corttatn varios componentes
do microambiente timico, como por exemplo, a ig@oadireta ceélula-célula via
ligantes e receptores de ECM, como fibronectinan@rina, e seus receptores tipb
integrina, VLA4/VLA5 e VLAG, respectivamente (Sawiet al, 1993; Villa-Verdeet
al., 1994). Enzimas capazes de quebrar componenté€llla as metaloproteinases de
matriz extracelular (MMPs), sé@o importantes na deégcdo da ECM durante a
migracdo celular em varios sistemas (Goetzlal, 1996). Nesse sentido, estudos
demonstraram que as metaloproteinases, produzidasmo pelos precursores de
células T, participam da entrada dessas célulatdado a migracdo através dos
tecidos que rodeiam o timo (Wilkinsehal., 1999).
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As quimiocinas combinadas a moléculas de adesde-alesdo promovem a
orientacdo da migracao celular, induzindo os moriogdirecionais dos timocitos nos
diferentes estagios de maturacdo, sendo expregsasndialmente de acordo com a
regido do timo (Kimet al, 1998; Savincet al, 2004). O padrédo de migracao dos
timocitos estd relacionado a expressdao sequen@aldiferentes receptores de
quimiocina (Takahama, 2006). Diversas quimiocirés expressas no timo, entre elas
podemos destacar: CCL17, CCL19, CCL20, CCL21, CGLZ5XCL12 (Savineet al,
2004; Ebertet al, 2005). Varios estudos demonstraram a importamEasas
quimiocinas no processo de diferenciacdo. As quimas CCL17 e CCL20 estdo
envolvidas no trafego de ou timdcitos maduros (KinBroxmeyer, 1999). A falta de
sinalizacdo via CCR7, o receptor para as quimicciB&€L19 e CCL21, gera um
acumulo de células na CMJ nos eventos iniciaisiféaeticiacdo de timocitos (Misslitz
et al, 2004). Porém, nos eventos tardios da diferefoiaa falta do receptor ou de seus
ligantes leva ao acumulo de células SP no cortaaliminuicdo na medula, indicando
a importancia das quimocinas no processo de migrdga&ortex para a medula, porém
a sua deficiéncia ndo impede a diferenciacdo datkasédP em SP (Uenet al, 2004).
Ja a auséncia de sinalizacéo via o receptor CGIR®Jigante € a quimiocina CCL25, é
importante na transicdo de DN para DP (Ueleaia, 2006). A quimiocina CXCL12, a
principal quimiocina presente no timo, age sobmtitos imaturos DN e DP, células
que expressam o receptor CXCR4 (Sawhal, 2004). A importancia desta quimiocina
foi estudada em animais quimeras, onde o0 gene panm@ceptor CXCR4 foi
condicionalmente inativado. Nesses animais, o debamento é bloqueado no estagio
DN1, ou seja, os timdcitos imaturos falham em ski&irCMJ, o que demonstra a
importancia da CXCL12 na migracdo e no desenvolnimelas células T (Plotkin et
al., 2003).

1.1.4. Involugdo Timica

O timo € um 0rgao vital para a manutencédo da homs®glo sistema imune
periférico. Ele gera células daive capazes de distinguir o préprio do néo-proprio. A
geracdo continua dessas células parece ser essga@iamanter a diversidade do
repertério, aumentando a possibilidade da geragialahes de células capazes de
reconhecer o grande numero de antigenos que uwidadi pode entrar em contato

durante a sua vida. Entretanto, o timo sofre muaamgn sua estrutura que levam a
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diminuicdo da massa do O6rgao e da timopoese eggouestemente, um numero cada
vez menor de células aivena periferia. Este fendmeno, conhecido como irgému
ou atrofia timica ocorre em muitas espécies de feans incluindo humanos e
camundongosEsta associado ao envelhecimento, involu¢do crpnamaecando cedo
em ambas as espécies, mas também pode ser obserwaddiferentes estados
fisiologicos e patoldgicos, involugdo aguda, quecantrario da involugdo cronica é
transiente e reversivel, persistindo a redugcdoudgdb do timo até que o fator que
esteja gerando o estresse fisiologico ser remo@i@onb & Longo, 2005; Gruver &
Sempowski, 2008).

Em humanos, uma reducéo significativa da massaraoge inicia com um ano
de idade e resulta em uma reducdo importante daants 6rgdo na puberdade. Em
camundongos, 2 semanas ap0s 0 nascimento, é afsenraa diminuicdo da
proliferacdo dos timdcitos. Uma reducédo visivel tdmanho do timo € observada
aproximadamente 6 semanas ap0s o0 nascimento. Rarebém haver uma relagcéo
entre a atrofia timica e o sexo dos animais, canmesma ocorrendo em uma taxa mais
elevada em machos quando comparados a fémeas #spi\ndrew, 2000; Pido-
Lopezet al, 2001; Lynchet al, 2009; Dowling & Hodgkin, 2009).

Na involugéo timica crénica hd um declinio nas d@scimunes mediadas por
células, estando os individuos com idade mais ancsujeitos a redugdo na
resisténcia a infec¢des, aumento na incidéncigddeer e doencas autoimunes. Nesse
processo, 0 timo passa por diversas mudancas enargu#ietura, incluindo-se o
aumento do espaco perivascular (PVS), possivelmdatédo a perda do espaco
epitelial timico (TES) e do estroma. A atrofia tmiem humanos também esta
associada com diminuicdo da area ativa de timopeemg@mento na porcentagem de
gordura. Inicialmente, o PVS aumenta por infilt@dinfocitaria, mas durante o
processo de envelhecimento os linfécitos perivasesl sdo substituidos por tecido
adiposo. A involugdo progressiva leva a perda daid&o entre as regides corticais e
medulares e diminuicdo do numero de timocitos mgécecortical (Figura 1.4). Em
camundongos, a reducéo da celularidade é acompameda diminuicdo do tamanho
do 6rgdo com um leve aumento da porcentagem diotadiposo (Aspinall & Andrew,
2000; Haynes & Hale, 1998; Flores, al1999).

A involugdo timica aguda é caracterizada pela dimgé&o do tamanho do timo,
causada por uma perda aguda de timdcitos DP, edligéb da saida de célulandive

para a periferia. E observada em diferentes esf&iogicos e patologicos, incluindo
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puberdade, gravidez, inflamacéo, alteracdo dossnéeeglicorticoides (GC), condicdes
psicologicas, exercicio, infecgbes, estresse ematie fisico, exposi¢cdo a alérgenos
e/ou substancias téxicas, desnutricdo, alcoolisquimioterapia, radioterapia, barulho,

trauma, etc.

Figura 1.4. Involucéo timica cronica.Cortes de timo de doadores marcados com
anticorpo anti-citoqueratinas e contracorados comematoxilina-Eosina. O timo

proveniente de doador idoso, painel da direita,esprta aumento do espaco
perivascular (P) e diminuicdo do cértex (C) e madM) em relacdo ao timo do doador

jovem representado no painel da esquerda (Lghel, 2009).

Dentre os fatores supracitados damos destaquesrac@lo dos niveis de GC,
pequenas moléculas lipofilicas com efeitos poteat@suma grande variedade de vias
metabolicas e secretdrias, tendo influéncia pradund fisiologia de muitos tecidos.
Diversos estudos, incluindo alguns realizados essmdéaboratorio, tém demonstrado a
importéancia das alteragbes desses hormonios como fator contribuinte no
estabelecimento da atrofia timica, estando envadvignto na atrofia timica cronica
quanto aguda. Os GC sao produzidos em altos rprieisriamente na zona fasciculada
do cortex da adrenal, embora a producdo hormondbém ocorra no cérebro, trato
gastro-intestinal e timo, sendo produzidos por laélepiteliais timicas e timocitos
(Lechneret al, 2001; Jondatt al, 2004; Qiacet al, 2008). As enzimas limitantes para
a sintese de GC séo a proteina reguladora aguetaidsgénica (StAR), e a citocromo
P450 (CYP11Al). Enzimas adicionais requeridas paraintese de GC sad-3
hidroxiesteroide-desidrogenasep{dSD), citocromo P450 21-hidroxilase (CYP21),
CYP11B1 e citocromo P450 17-hidroxilase (CYP17)g(fa 1.5). Nas adrenais de

camundongos existe apenas uma pequena expressizida formadora de cortisol
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CYP17, o que torna a corticosterona a principahtativa de GC em camundongos,
em contraste ao cortisol, o principal GC em humaAddsm das enzimas de sintese,
participam da via de biossintese de GC as enzin#sH$D, subtipos 1 e 2
relacionadas, respectivamente, a ativacao e imggiivele corticosterona vivo (Figura
1.5)(Qiaoet al, 2008).

StAR
COLESTEROL
CYP11Al
PREGMHOLOMA—— CYRLY —17-CHFREGHOLOMNA
3beta-HSD Ibeta-HSD
PROGESTERONA 17-OHPROGESTEROMA
CYP21 CYP21
T1-DEOXICORTICOSTEROMA T1-DEQXICORTISOL
CYPI1B1 CYPIIRI
CORTICOSTERONA CORTISOL
1 1beta-HSD1 1 1beta-HSD2 ‘ 1 1beta-HS DI 11beta-HSD2
11-DEHIDROCORTICOSTEROMNA CORTISOMA

Figura 1.5. Representacdo esquematica das enzimagegparticipam da via de

biossintese de glicorticoides em camundongos e humoea. (Qiaoet al, 2008).

Os mecanismos especificos associados a perdavittadé do timo e com o
processo de involugéo timica crbnica, assim comodalucdo aguda, ainda nao sao
bem compreendidos. Porém, apesar de controvélsiagma seérie de hipoteses que

tentam explicar este fenbmeno, como por exemplopossivel declinio no suprimento
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de progenitores de células T provenientes da methdaa que migram para o timo;
alteracdes no rearranjo produtivo do TCR; perda cétulas que compdem o
microambiente timico; alteragdes nos niveis de Baras intratimicos e/ou circulantes,
citocinas e/ou fatores de crescimento (Taub & LorfiD5), podendo ser incluidas,
moléculas capazes de influenciar eventos que bomlim para a manutencdo da
celularidade do 6rgdo. A galectina-3 (Gal-3), molécque pertence a familia das
lectinas, esté presente no timo e diversos estédosiemonstrado a sua capacidade de
influenciar eventos biolégicos como proliferacappptose, migracdo celular, entre
outros, eventos estes fundamentais ndo somenteaparanutencédo da celularidade,
como para a homeostase do timo. A seguir, apresemta uma descricdo de alguns
aspectos relacionados a estrutura e funcdes dedtuta, abordando também sua

atuacdo no sistema imune.

1. 2. Lectinas

Complexos de estruturas contendo carboidratos séongados em moléculas
que compdem a matriz extracelular, assim como parBuie de todas as células de
mamiferos. Estas estruturas estdo envolvidas egddgnfisiologicamente importantes,
como o desenvolvimento embrionario normal, difei@géo celular, crescimento,
inibicdo por contato, reconhecimento célula-célusmalizacdo celular, interacdo
patogeno-hospedeiro durante uma infeccdo, respost@e, desenvolvimento de
doencas, metastase, trdfego e localizacdo inttaceletc. (Laderactet al, 2010;
Ghazarianet al, 2011). Muitos desses papéis bioldgicos sdo rdediatravés do
reconhecimento dos carboidratos por proteinas cuodee como lectinas (Gabius,
2006), moléculas sem atividade enzimatica quegsenlia sequéncias especificas de
carboidratos. Essa ligacdo modifica a fisiologiandembrana e/ou induz sinalizag&o
levando a diversas respostas bioquimicas celulatayés da decodificacdo da
informacéo bioldgica contida nas células (Shardrist 1993).

O primeiro relato sobre essas moléculas remontedolo XIX. Stillmark (1888)
relatou diversos fendbmenos bioquimicos observagesta de experimentos utilizando
extratos de sementes da mamoRaciGus communjse de quatro outros vegetais
pertencentes a familia Euphorbiaceae. Ele obsasmogeus estudos que esses extratos
eram capazes de aglutinar hemacias de diversosianif proteina responsavel pelos

fendbmenos observados foi chamada ricina.
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As lectinas animais fazem parte de um importanteo@rde moléculas que
participam da defesa imunitaria, especialmentemimidade inata, atuando na primeira
linha de defesa (Gabius & Wu, 2007). Tém habilidaeereconhecer carboidratos
endogenos, ou de agentes infecciosos (Drickragnefaylor, 1993) podendo ser
classificadas em quatro familias distintas:

» Lectinas tipo C — Dependentes de calcio para |lgemds carboidratos sao
encontradas no soro, ECM e membranas celulares.

« Lectinas tipo P - Dependentes d& Em funcées em enzimas lisosomais.

* Lectinas tipo | — Possuem dominio estrutural imimimglinico que se liga a
carboidratos independentemente da presenca de.calci

* Lectinas tipo S — Sao lectinas sollveis também eldas de galectinas que se
ligam a p-galactosideos. S&o encontradas no nucleo, citoplas superficies
celulares, bem como no meio extracelular. As galastsao alvo de varios estudos
relacionados a Imunologia, participando em procegstamatorios e na regulagédo

da homeostase de células que compdem o sistema.imun

1.2.1.Galectinas

As galectinas, como supracitado, sdo uma familigeckinas animais solUveis
evolutivamente conservadas e amplamente distribuitia reino animal, estando
presentes em vertebrados, inververtebrados e ga{Elolaet al, 2007). Ligam-se a
glicanas contendp-galactosideos de forma independente de calcio eleffnidas por
possuirem pelo menos um dominio de reconhecimentaasboidrato (CRD) com
aproximadamente 130 aminoacidos. Apesar de todo §RIyar a glicanas contendo
um dissacarideo comum (G&[t-4)-NacGlc;LacNAc), cada galectina possui
preferéncia de ligacdo a determinados carboidddgglo a variagbes na sequéncia de
seu CRD (Rabinovich & Vidal, 2011).

Em mamiferos existem quinze galectinas descritasoaimomento (Liu &
Rabinovich, 2010). Essas moléculas estdo distr@dsuéin trés grupos de acordo com
Hirabayashi e Kasai (1993) (Figura 1.6):

» Galectinas prototipo — contém uma Unica sequénBB @calizada na porgéo
C-terminal, podendo se encontrar na forma de mor@sr@® homodimeros ligados
de forma nao-covalente. Neste grupo estédo incliddaglectinas -1, -2, -5, -7, -10,
-11, -13, -14 e -15.
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» Galectina quimérica - contém uma por¢do C-termioatle se encontra 0 seu
CRD e uma porcao N-terminal rica em aminoacidodinaptirosina e glicina, por

onde pode se ligar a outras moléculas de gale8tm&rmar oligdbmeros. Apenas a
galectina-3 pertence a este grupo.

e Galectinas com sequéncias repetidas — apresentas skguéncias CRD
distintas, porém homologas, ligadas por uma sedméle aproximadamente 70
aminoacidos. Neste grupo se encontram as galeetine®, -8, -9, -12.

As galectinas podem ser encontradas no nucleoplasima, ligadas a
glicoproteinas da superficie celular, ou ainda epaeos extracelulares, interagindo
com glicoproteinas da ECM (Leffler, 2004). Possygapel importante em diversos
eventos bioldgicos, incluindo adesao, crescimeedalar, apoptose, embriogénese e
fisiologia da placenta, crescimento tumoraplicing de pré-mRNA, inflamacéao,

imunomodulagdo (Rabinovich et al., 2002; Liu, 2005)

Classificacao Estrutura
L v ! I
Quimeérica 03@’
galectina -3
“~C
Segliéncias repetidas Q = C o
galectinas -4, -6,-8,-9,-12 ) g_k v !
!

Figura 1.6. Classificacdo e estrutura das galectisaClassificacdo feita a partir do
namero e disposi¢cao do dominio de reconhecimenttadmidrato (CRD). Cada grupo
apresenta diferentes galectinas, exceto o grupmégigo, que possui como Unica
representante a galectina-3 (Adaptado de Liu & Rabch, 2010).
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Algumas galectinas ja foram caracterizadas em @rgfo sistema imune. A
galectina-1 foi identificada em 6rgéos linfoidegifgeicos como linfonodos (Bauret
al, 1995b) e baco (Rabinovidat al, 1996), sendo também encontrada no timo, com
capacidade de induzir apoptose em subpopulacdesiisas de timocitos (Baum et al,
1995a). A galectina-3 foi detectada na superfieiamédcréfagos e mondcitos (Sa&o
Hughes, 1994). Particularmente, em nosso labocatdoi também demonstrada a
presenca de galectina-3 no timo (Villa-Verteal, 2002), sendo secretada por células
epiteliais timicas, incluindo as TNC e por célukgociticas do reticulo timico, e capaz
de modular interacdes entre timocitos e célulasidooambiente, com propriedadbs-
adesivas As galectinas-8 e -9 também foram caracterizadasmo, sendo produzidas
por TEC, com capacidade de induzir apoptose emcttosd (Wadaet al, 1997,
Tribulatti et al, 2007).

No sitema imune, as galectinas podem exercer imflaé em células que
compdem tanto o sistema imune inato quanto o atilaptdevando células, como os
neutréfilos, células dendriticas, mondécitos/maqofa eosindfilos e mastécitos, a
responder a gradientes quimiotaticos, migrarentetsnarem e liberarem mediadores
pro- e anti-inflamatorios, reconhecer e fagocitacrarganismos e células apoptéticas
(Cerliani et al, 2011). Podem também levar ao desenvolvimentoegiposta imune
adaptativa, como a ativacdo, sinalizacdo e sol#muia de células T e B, ou
controlando o balanco da producdo de citocinasL@la et al, 2011). Além disso,
alguns trabalhos vém demonstrando a influénciaatiectinas na geracao de linfécitos
B de memoria ativados por IL-4 (Acosta-Rodrige¢al, 2004), e na diferenciacdo de
linfécitos B1 peritoniais em plasmacitos (Oliveegal, 2009).

A multiplicidade e a diversidade de funcbes demsrpara as galectinas em
diferentes células e tecidos tornaram essas lsctalao de estudos n&o sO na
glicobiologia como também na medicina e farmacald¢Biumicet al, 2006). Dentre os
estudos desenvolvidos com estas moléculas, a igaleX{Gal-3) figura como uma das
lectinas mais estudadas devido a sua participagiohameostase de processos

inflamataorios, imunorreguladores e em células quepdem o sistema imune.
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1.3.Galectina-3

1.3.1.Estrutura, localizacao e distribuicéo teciduia

A Gal-3, proteina anteriormente conhecida comagant Mac-2, CBP-35gBP,
RL-29, HL-29, L-34 e LBP, possui peso molecular qusgia entre 29 a 35 kDa
dependendo da espécie. O gene LGALS3, que codifiGal-3, esta localizado no
cromossomo 14 locus g21-g22, é composto por seissex 5 introns tanto em humanos
quanto em camundongos. A Gal-3 é a Unica repregentdo grupo de galectinas
guiméricas devido a sua estrutura singular entlast@s galectinas de vertebrados. A
molécula é formada por uma Unica cadeia polipetidiga sequéncia de aminoacidos
sugere uma quimera de dois dominios distintos tdutacionalmente, quanto
estruturalmente. O primeiro, o dominio N-terminBlID], altamente conservado nas
diferentes espécies, composto por repetices desei@s de nove aminoacidos, € rico
em prolina, glicina e tirosina (110-130 amino&c)d(Bumic et al, 2006) Estudos
recentes demonstraram que participa juntamente ©@nCRD na ligacdo a
oligossacarideos através do residuo 102 de tiroGige®) e residuos adjacentes
(Barboni et al., 2000). Essa é também a regido quedh moléculas de Gal-3 podem se
ligar formando oligdbmeros (Masset al, 1993), podendo formar pentameros na
presenca de ligantes multivalentes (Yagtgal, 2008). O segundo, o dominio C-
terminal, composto por 130 aminoacidos, forma usteutira globular que comporta,
no seu interior, o0 CRD que é responsavel peladaileé de lectina desta molécula
(Brisdal et al, 2001). A especificidade de ligagdo a carboidrata Gal-3 purificada
tem sido extensivamente estudada. A proteinaaealcadeias de GaH> 3(4)GICNAC
e a afinidade por cadeias de polilactosaminas senificacdo ou glicanas de tipo
complexo ramificadas é maior em relagdo a dissdaasi simples. A fucosilacdo, a
sialilacdo ou a substituicdo por galactose comcéfigado tipoal>3 ou N-
acetilgalactosamina no residuo de galactose telrdasmunidades de lactosamina néo
afetam a ligacdo da Gal-3, porém a substituicdo p#mualtimo residuo N-
acetilglucosamina reduz drasticamente a sua ligdd4diodeket al, 2010).

Cada galectina possui um padrao especifico de ssdgmweem varias células e
tecidos. A Gal-3 € encontrada em diversos tecigogp em condigbes normais como
patolégicas. Tem sido observada a sua expressaonanseérie de tecidos normais,

porém, sua expressao € principalmente observada@dos de origem epitelial e em

20



células do sistema imunologico (Dangetyal, 2002). Em humanos, pode ser detectada
precocemente em diferentes células embrionarias, damo células epiteliais da
mucosa intestinal, gastrica, pele, tubulos excestoenais, células cardiacas, hepaticas,
cartilaginosas e da notocorda (van Den Bsdilal, 1997). Em tecidos adultos, tem sido
detectada em células inflamatdrias (macrofagosofibas, eosindfilos, neutréfilos e
mastocitos), fibroblastos, células dendriticas éalegerhans, uma ampla variedade de
células epiteliais (timo, intestino, rim, pele, n@nglandulas salivares), células de
Schwann (Dumicet al, 2006), é expressa em linfocitos T e B ativadasogta-
Rodriguezet al, 2004; Hswet al., 2009).

Apdés sua sintese, a Gal-3 esta localizada predoteim&nte no citoplasma,
porém pode ser transportada para o nucleo ou adargtara 0 espaco extracelular,
podendo encontrar-se na superficie da célula ameio extracelular. A capacidade de
encontrar-se em compartimentos celulares dististigere a multifuncionalidade desta
molécula (Krzeslak & Lipinska, 2004). Porém, a $oealizacdo depende de varios
fatores, como o tipo celular, o status de prolifacada célula, condi¢cdes de cultivo e
progressao neoplasica (Duneical, 2006).

Galectinas citosolicas parecem néo se utilizanaalassica de secrecéo, através
do reticulo endoplasmatico-Golgi, como faz a maiatas proteinas extracelulares
sollveis presentes em eucariotos, uma vez quepréesemtam sinal secretorio classico
que permite a insercado no reticulo endoplasmaficBGal-3 atinge a superficie celular
por um processo ainda pouco entendido, denominatbxi®se. Nesse processo, a
molécula é concentrada em invaginacfes da membplasmatica que se lancam para
fora e liberam a galectina das vesiculas exteramdiz (Hughes, 2001; Cooper, 2002).
Essa rota secretéria ndo-classica evita que astigale liguem-se a oligossacarideos
presentes nas proteinas em formacdo no complexculeeendoplasmatico-Golgi
(Rabinovich et al., 2002). Tem sido proposto queogcdo N-terminal possa conter
informacBes de segmentacdo para a secrecao pebdadelassica (Menon & Hughes,
1999). Estudos demonstraram que a delecdo dos 11 primamasoacidos de uma
sequéncia inicial de aminoacidos que precedem umirdo rico em repeticdes de
prolina e glicina, também conhecido como pequenmidi® N-terminal bloqueia a
secrecdo da Gal-3 (Gorg al, 1999). Outro possivel mecanismo pelo qual Gal-3
citosdlica atinge o meio extracelular seria pelarose da célula, constituindo um

processo passivo de secrecdo (Sato & Nieminen,)2004
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1.3.2. Funcdes biologicas da galectina-3

A galectina-3 participa de diversos processos giods. Por ser encontrada em
diferentes tipos celulares e em diferentes compartios intracelulares e também no
meio externo, a funcdo desta lectina é dependentgal celular onde € expressa e da
sua localizagéo. No compartimento intracelular,ad-&tem sido associada a diversos
eventos incluindo apoptose, proliferacdo e difésg@o. J& extracelularmente, esta
molécula tem sido associada a adesao e migracdlarceltambém a apoptose, porém
com efeito contrario a molécula encontrada intrdaeinente (Figura 1.7).

Muitas moléculas encontradas no citosol tém sideritas como ligantes da Gal-
3, permitindo assim a participacao desta moléaulaiéerentes eventos bioldgicos. Um
dos papéis atribuidos a Gal-3 intracelular é aasivadade anti-apoptoética por ser capaz
de interagir com proteinas citosélicas da famikaBitl-2. Isso ocorre via porcédo C-
terminal, pois possui em seu CRD a sequéncia decétidos Asn-Trp-Gly-Arg, igual
a encontrada no dominio BH1 da proteina Bcl-2, gdnat anti-apoptética que atua
bloqueando a saida do citocromaada mitocondria, sequéncia esta que € crucial na
atividade anti-apoptdtica de Bcl-2 (Yarg al, 1996; Linet al, 2000; Krzéslak &
Lipinska, 2004; Liu & Rabinovich, 2005). Estudosnmamstraram que a acao anti-
apoptoética da Gal-3 intracelular ocorre pela regiidade vérias vias sinalizadoras
intrinsecas, devido a translocacdo desta moléaragp membrana da mitocondria apos
um estimulo apoptatico, previnindo a perda de ndege da membrana mitocondrial e
bloqueando a liberacédo do citocromoreduzindo a ativacdo da caspase 3 ¢Yal,
2002). A Gal-3 também é capaz de interagir comasutnoléculas que regulam a morte
celular por apoptose, indicando que provavelmentgas vias responsaveis pela
regulacdo da apotose tém a participacdo da Gabi®pocpor exemplo, a apoptose
mediada pelo receptor CD95 (APO-1/Fas), molécuja wa de sinalizacdo promove a
ativacdo sequencial de varias caspases (Fukwenali 2004) enucling molécula pré-
apoptotica(Liu et al, 2004). Estudos demonstraram que células apeesinta via
extrinseca da apoptose, via de sinalizacdo da @egmpmto tipo |, mediada por Fas
ITNFR1 expressavam a Gal-3. Enquanto as célulaggresentavam a via intrinseca da
apoptose, mitocondrial, com via de sinalizacdo o tl, ndo expressavam esta
molécula. Havendo conversao da via de sinalizagdapdptose do tipo Il para o tipo |
apos a transfeccao do cDNA da Gal-3 em célulagpdollt Esses dados sugerem que

possivelmente um dos efeitos anti-apoptoticos destecula em linfocitos T seja
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mediado por sua interacdo com o receptor CD95u@ ag timocitos e linfocitos T
ativados tém um fenétipo do tipo | (Fukumetial, 2004).Ainda no citoplasma, a Gal-

3 € capaz dse ligar a proteina K-Ras ativada, uma das maisritaptes oncoproteinas
Ras de tumores humanos (Elad-Sfastial, 2004, Shalom-Feuersteat al, 2005), e
atuar na ativacdo da proteiA&T, uma quinase que regula a proliferacdo celular e
apoptose em células cancerigemnagprimindo-a ou ativando-a dependendo do tipo
celular (Leeet al, 2003, Okeet al, 2005).

A Gal-3 encontrada no nucleo, em algumas célulagje pparticipar do
processamento de RNA. Por estar associada a comsptx ribonucleoproteina que
participam do processamento, induzindosmlicing do pré-RNA mensageiro (pré-
MRNA) (Dagheret al, 1995), assim como na regulagéo de fatores dedrigdo, e do
ciclo celular e consequentemente da proliferacaccélala, podendo tanto inibi-la
quanto estimula-la, dependendo do tipo celular em epta sendo expressa. A Gal-3
participa de uma importante via intracelular qugule a proliferacdo (inclusive a
proliferacdo de timocitos nos primeiros estagios ddsenvolvimento), morfologia,
motilidade e desenvolvimento organico, homeostasiedal e crescimento de tumor, a
via de Wnt, através da interacdo c@atatenina. Essa interacdo pode promover a
ativacéo transcricional dos genes de ciclina DAMyc (Shimura et al, 2004; Shimura
et al, 2005; Dumicet al,2006; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007). A Gal-Zarpce
regular também a expresséo de outras moléculasvetasno ciclo celular, como por
exemplo, as ciclinas A e E através da inibicdo)xgaessdo das mesmas, e do estimulo
das proteinas inibitérias p24 /" e p2#"F* (Kim et al, 1999). Aliando estas funcées
ao efeito anti-apoptético da Gal-3 intracelulataenolécula, em determinadas células,
se torna capaz de controlar o crescimento de ppesacelulares (Dumet al.,2006).

Quando liberada para o meio extracelular a Gal-beexliversos efeitos
paracrinos e autocrinos. Por exemplo, ao contdai®al-3 intracelular, esta molécula
quando no meio extracelular, ao interagir com ligaf-galactosideos na superficie
celular, € capaz de induzir apoptose através dacdiv de caspase-3 (Fukumerial,
2003). Pode ainda influenciar a adesédo celulamnde esse efeito baseado na
propriedade de multivaléncia desta lectina, quapaz de originar uma molécula com
mais de um CRD, pois apo6s o reconhecimento deligaumes na superficie da célula a
Gal-3 pode sofrer oligomerizagéo, através da argarizacdo da regido N-terminal;
baseia-se também na habilidade da Gal-3 se liggfticaproteinas, componentes

glicosilados da ECM, como a laminina, fibronectiralageno IV (Liu, 2000;

23



Rabinovichet al, 2002, Sato & Nieminen, 2004), e integrinas (KiuRabinovich,
2005). A adesao esté relacionada a migracéo cetilaré especialmente importante na
progressédo tumoral e metastase (Dargjugl, 2002). Além da adesédo e da migracao, a
Gal-3 extracelular pode influenciar a ativacao leelatraves da ligacéo a gliconjugados
presentes na superficie das células. Essa interagd® desencadear uma cascata de
eventos de sinalizagdo transmembranar e atuar coaoiécula quimioatraente para
alguns tipos celulares, modulando varios procebgmégicos como a manutencdo de
homeostase celular, organogénese, angiogénesedeseaunes (Hsu & Liu, 2004;
Ochienget al, 2004; Liu & Rabinovich, 2005).
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Figura 1.7. Fungdes intracelulares e extracelularega galectina-3.A Gal-3 controla
processos intracelulares que incluem viabilidadg@regressdo do ciclo celular e
expressdo génica. No meio extracelular interage cpicoreceptores especificos
modulando diversos processos biolégicos, como,agdiv celular, diferenciacéo,
producao de citocinas, adeséo, migragao celulavdulacédo da apoptose (Adaptado de
Sundblacet al, 2011).
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1.3.3. Galecina-3 e o sistema imune

A Gal-3 é expressa em diversos tipos celularescqugdem o sistema imune,
tanto de forma constitutiva quanto em respostavasiies microbianas. Apresenta
varios efeitos sobre as células do sistema imueedcs capaz de modular a
sobrevivéncia e a ativacdo destas células, bem @producdo de citocinas do tipo
Thl e Th2(Hsu et al, 2009; Vasta, 2009Quase todas as células que compdem o
sistema imune inato — incluindo neutrofilos, eo8los, basofilos, mastécitos, células
dendriticas e mondcitos/macrofagos de diferenteglde — expressam esta lectina,
embora em niveis diferenciados (Sundtdgael, 2011).

Os neutrdfilos possuem baixos niveis de expressd@al-3, porém, podem ser
ativados por esta molécula (Farnwaethal, 2008). Os niveis de Gal-3 extracelular sao
regulados positivamente em macréfagos, que expressaecretam altos niveis desta
lectina, e em outros tipos celulares que circundamicroambiente, induzindo assim, o
recrutamento dos neutrdfilos a sitios inflamatgrsssivelmente devido a capacidade
que a Gal-3 possui de induzir a adesao de newsdillaminina e a células endoteliais
(Kuwabara & Liu, 1996; Satet al, 2002). Gal-3 € capaz de promover a ativacao de
neutrofilos através da interacdo com glicoproteipessentes na superficie dessas
células, induzindo o aumento da expressao de sxides) de maneira dose-dependente
e degranulacdo (Yamaolka al, 1995; Fernandeet al, 2005). Tem sido observada a
expressdo de Gal-3 em eosinodfilos mediando nestalas a ativacdo dependente de
Ig-E. Recentemente foi demonstrado que Gal-3 faeoe adesdo e o rolamento de
eosindfilos isolados de pacientes alérgicos, erfiseséfeitasn vitro sob condi¢des de
fluxo, podendo independentemente ou em cooperaQév selectinas e integrinas,
participar ou aumentar a cascata de adeséo parepeo o recrutamento dessas células
para os sitios de inflamacao (Retaal, 2007). Nos mastocitos, a Gal-3 esta presente no
meio intracelular, sendo fundamental para regulaigfuncdo destas células. Estudos
realizados com mastoécitos isolados de camundongeficiashtes em Gal-3
demonstraram que eles produzem baixos niveis deulgsgd com mediadores
inflamatorios e citocinas quando ativadas por Bgacruzada do receptor de IgE na
superficie celular (Cheet al, 2006). Em células dendriticas, a Gal-3 indudlesao a
linfécitos ativados, facilitando a apresentacdoigénica, podendo possuir um
importante papel na resposta imune adaptativa (Ehah 2005).Ainda, a Gal-3Jode

induzir a migracdo de mondcitos de forma carboiddipendente, e atrair macrofagos
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do sangue periférico e alveolares (Sahal, 2000) e induzir a producao de IL-1 por
mondocitos humanos (Jereg al, 1994). A Gal-3 parece influenciar a fagocitose d
macrofagos, visto que, ao serem isolados de camgondodeficientes em Gal-3, eles
apresentaram defeito na fagocitose de eritrocimomizados e timdécitos apoptoticos
(Sanoet al, 2003).

Em contraste com sua alta expressdo em algumdascglue compdem o sistema
imune inato, no sistema imune adaptativo, a Galfa@éamente expressa nas células
nao-ativadas, como foi demonstrado em células BasEgjuando em repouso, nao
expressam Gal-3, porém, células que tiveram aathitésicido e/ou ativacao induzida por
IL-4 e CDA40, e células B isoladas de camundongestimdos conirypanosoma cruzi
passam a expressar a molécula (Acosta-Rodrigiek, 2004). Semelhante as células
B, as células T em repouso ndo expressam Gal-8losanexpressao induzida por
ativacdo das células com anticorpo monoclonal @b%- (Jooet al, 2001). Apesar do
papel da Gal-3 em infecgbes virais que acometemlasélT ndo estar muito bem
definido, sabe-se que esta molécula é abundanteragptessa em células T infectadas
com o virus T linfotrépico humano (HTLV) e o virda imunodeficiéncia humana do
tipo | (HIV-1) (Hsu et al, 2009). Linfocitos T reguladores (Treg) circulantes e
linfocitos T CD4 efetores transfectados com o fator de transcregecifico para
linfécitos Treg (FOXP3) expressam tanto o RNAm dd-&quanto a propria proteina
(Pfoertneret al, 2006). Foi visto também que os linfocitos T Cié memoéria (CD4
CD45RA CD62L") apresentam uma maior expressdo da Gal-3 do glief@ésitos T
CD4" naives(CD4" CD45RA™ CD62L") (Haining et al,, 2008). A Gal-3, quando no
meio extracelular, é capaz de induzir a apotose@nias T, incluindo linhagens de
leucemias de células T e células mononuclearesmgue periférico humano (PBMC)
(Stillman et al, 2006).Pode também interagir diretamente com o complexR h@
superficie da célula e esta interacdo € inibidaNpacetil-lactosamina (Demottt al,
2008). Estudos utilizando camundongos deficientga p gene da Galstigerem que
esta lectina esta localizada na sinapse imunoldgialinfocitos T CD24 e regula
negativamente a ativacdo dependente do TCR, atdavésn mecanismo de sinalizacao
intracelular (Chenet al,2009). A expressdo da Gal-3 ja foi detectada égmna
subtipos de linfocitos T (Hsuet al, 2009), assim como em timdcitos de animais
normais e infectados peldrypanosoma cruz{Silva-Monteiroet al, 2007). Nosso
laboratorio descreveu a presenca da Gal-3 no nmdy@ate timico de camundongos,

principalmente na juncéo cortico-medular e na meediigura 1.7A-D). A Gal-3, neste
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orgao, € expressa por TEC e DC, tendo um pdgeldesivanas interacdes de timécitos
com estas células (Villa-Verdet al, 2002). Observamos também que animais
deficientes para o gene da Gal-3 (G&)-apresentam diminuicdo aparente do tamanho
do timo, com diminuicdo significativa de sua massaelularidade (Abreu, 2009)
(Figura 1.8E).

Figura 1.8. Galectina-3 e o timoDupla marcagdo de corte de timo de camundongo com
anticorpo monoclonal anti-Gal-3 (vermelho) e aniogoliclonal anti-citoqueratina total (verde).
(A) A Gal-3 encontra-se distribuida por todo o timarém é encontrada principalmente na
juncéo cortico-medular e medu{B) A marcacdo com citoqueratina total mostra a loliggdo
classica de células epiteliais timics) Dupla marcacéo de (A) e (B), sendo as éreas de co-
localizacdo mostradas em azul (C = cortex; M = agdiD) Imagem digital das areas Gal-
3'/citoquerating mostradas em branco. Insertos em (A) e (B) repi@® 0S respectivos
controles negativos. Barra = 65um. (Fonte Villagdeet al, 2002). (E) Atrofia timica
apresentada pelos animais Galoto comparativa de timos retirados de animaiseGel-3,

onde podemos observar diminuicao de tamanho no degdnimal Gal-3 (Abreu, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
2.1. Justificativa e Obijetivo geral

Algumas das func¢des bioldgicas gerais atribuid@ala3, como sua capacidade
de interferir na migracéo celular, modular probigiio e apoptose, podem contribuir
para a manutencdo da homeostasia do timo, inflaedoi a producédo de células T
maduras. Por outro lado, a atrofia deste 6rgdo rerebido bastante atencdo, néo
somente por suas implicacdes para a reconstitdiggstema imune, em situacdes em
que opool de linfécitos periféricos é depletado, mas tamlgata correlacdo entre
involugao timica e declinio imunoldgico, refletinde no aumento da susceptibilidade a
infecgbes e na incidéncia de doengas autoimunesseNsontexto, consideramos que 0
estudo dos fatores envolvidos na atrofia timicaenlzla na auséncia da Gal-3
contribuird para a elucidacdo do papel da Gal-Jesenvolvimento do timo e sua
possivel influéncia sobre a producdo de célulasafluras. Assim, o objetivo geral
deste trabalho é investigar o papel da Gal-3 salisiologia do timo, avaliando sua
influéncia sobre alguns dos pontos cruciais pareaautencao da celularidade do 6rgéo,

utilizando como modelo de estudo camundongos éeties para o gene da Gal-3.

2.1. Objetivos Especificos

 Avaliar as consequéncias da auséncia da Gal-3 sabrproducdo de
glicocorticoides, cuja alteracdo esta relacionanlgp@cesso de atrofia aguda
e/ou cronica do timo.

* Avaliar as consequéncias da auséncia da Gal-3 sabreanutencéo da
celularidade do timo, abordando a distribuicdo plascipais subpopulagcdes de
timocitos e suas taxas de proliferacdo e mortdarelu

* Avaliar as consequéncias da auséncia da Gal-3 sopresenca de alteracdes
morfologicas e no componente epitelial do timo.

* Avaliar as consequéncias da auséncia da Gal-3 sobienero de células de

outros orgaos linfoides.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Camundongos deficientes para o gene da Gal-3 (Gakg fundo genético
BALB/c, gentilmente cedidos pelo Dr. Fu-Tong Liunj\ersidade da California, Davis,
USA), e camundongos BALB/c (definidos aqui como WG inglés, wild-typé),
machos de 4-6 semanas de idade, mantidos no Ceéeti@Griagdo de Animais de
Laboratério (CECAL/FIOCRUZ-RJ), foram utilizadosrdate todo este trabalho. E
importante salientar que todos o0s protocolos refeos ao uso desses animais foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de AnidaailOCRUZ (CEUA, L-024/09)

e estdo incluidos no projeto do Laboratério de &ieaq sobre o Timo, aprovado pela
CTNBiIo (CQB: 105/99).

3.2. Reacdo em cadeia da polimerase
3.2.1. Genotipagem dos animais Gal'3

Utilizamos a técnica de Reacdo em Cadeia da PasedPCR) para confirmagéo
do gendtipo dos animais utilizados nos experimerosstrutura genémica da Gal-3
contem 6 éxons, onde os éxons de 4 a 6 codificarm @aregido carboxiterminal,
responsavel pela sua atividade de lectina. A égfimtutilizada para a inativacdo da
Gal-3, para a constru¢cdo do animal deficiente nesibécula, foi a substituicdo, por
recombinacdo homologa, da area correspondentetram ientre os éxons 4 e 5 e de
parte do éxon 5 pelo cassete Neo, sequéncia g@pieaconfere resisténcia ao
antibiotico neomicina (Hset al, 2000).

Extraimos o DNA gendmico a partir de linfocitos idbs de linfonodos
subcutaneos de camundongos BALB/c WT e Gal-8egundo o protocolo do Kit
QIAamp DNA Mini and Blood Mini HandbookQiagen, Valencia, CA, USA). O DNA
extraido foi quantificado e teve a sua pureza deteda por densidade Optica em
espectrofotdmetro (NanoDrop 1000, Thermo Fisheer@ific, Waltham, MA, USA). A
andlise qualitativa do DNA foi realizada por elédrese em gel de agarose a 1%. A
sequéncia doprimers utilizados para amplificacdo do gene da Gal-3inagemo do
gene GAPDH, utilizado como controle da reacao, det&rita na tabela 3.1. A reacao
de PCR para genotipagem desses animais requer deus@sprimers no animal
selvagem as sequéncias dos primers 1 e 2 se aliabagene da Gal-3, amplificando
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um produto de aproximadamente 4pb; no animal deficientpara Ge-3 ocorre o
alinhamento d@rimer 3 na sequéncia do fragmento Newserido, amplificando ur
produto menor de aproximadamente pb.

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizanSuperMix Platinum PCF
(Invitrogen, Carlsbad, CAUSA). A concentracao final de cagamer foi de 200 nM,
sendo utilizado 1 pg de DNA ndmico. Os ciclos de amplificacdo foram execute
em termociclador com as seguintes condi¢cfes: desgab inicial de 94 °C durante
minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturacdo a°®@5por 15 segundo
emparelhamento dgzrimers (annealing a 55°C duante 20 segundos e extensac
fragmento a 72 °C por 30 segundos. A extensao foiatealizada a 72 °C por !
minutos. Os produtos da amplificagdo foram subrostid eletroforese em gel
agarose a 2%. A revelacéo foi feita através dadadile 2 ul ¢ brometo de etideo ¢
gel e a visualizacdo realizada em transiluminadan altravioleta. Como marcador
tamanho molecular, utilizcse o padrdao 100 pb Plus DNA Ladder (Invitroc
Carlsbad, CA, USA)Nossos testes confirmaram que os camundongc-3/ em uso
neste estudo sdo geneticamente modificados conforigi@almente descritos (Figu
3.1).

400pb
300pb

1.Ladder100pb
2.WT

3.Gal-3"

4.GAPDH

5. Controle negativo

Figura 3.1. Genotipagemdos camundongos Gal-3. A confirmacado do gendtipo dt
animais utilizados nestestudo foi realizac através da técnica de@CR. Controleda

reacao de PCRyene constitutivo GAPDH; controle negatirauséncia de amos.
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3.2.2. PCR quantitativo em tempo real — Analise deenzimas de sintese de

corticosterona

O timo e as adrenais obtidos de animais WT e Gafé8am triturados em
homogeneizador de tecido para extracdo do RNA tiiatando o RNeasy Micro Kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). A quantificacdo foialieada no espectrofotdbmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Ficher Scientific, WalthamAMJSA). Para sintese do
cDNA foram utilizadas amostras equivalentes em 1 deg RNA, utilizando o
SuperScript Il First-Strand Synthesis System ¢hagen, Carlsbad, CA, USA), na
presenca dprimer randémico, de acordo com a recomendacgao do fabeica

Para realizacdo das analises de expressao gémi¢zCpbem tempo real, foram
utilizadas 100 ng de amostras de cDNA diluidasPenver SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), noteima Step One Plus (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA). O método de PCRrdalizado a 95 °C por 10
minutos seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15 saggyn@0 °C por 1 minuto. A
expressdo constitutiva do gene RPL-13 serviu pamdficar a uniformidade das
amostras utilizadas. A especificidade dos proddtoseacédo foi verificada através da
curva de dissociacdo. Os dados foram analisadosBbPrism SDS v1.3.koftware
Todos osprimersforam desenhados utilizando o programa Primer &5g8.0 specific
for 7500 FAST Real Time PCR System, estando a setpu&losprimers utilizados
para amplificacdo dos genes das enzimas de sihtegkcocorticoides (GC) e do gene
RPL-13 presentes na tabela 3.1. Os niveis de egwegénica relativos foram

calculados a partir do método de analise compar@ti(2““").

3.3. Dosagem de corticosterona por radioimunoensaio

Amostras de soro e timo foram obtidas simultane#engs animais WT e Gal’3
As amostras de sangue foram colhidas por puncatiaca; imediatamente apds os
animais serem eutanasiados em camara de, GO periodo da manha. A
disponibilidade plasmatica de GC segue um padréoadiano, caracterizado em
roedores, por baixos niveis pela manha e altogsniveoite (Balsalobret al, 2000).
Apos centrifugagdo por 15 minutos, a 450 g, o swuante recolhido foi mantido a
-80 °C. As amostras de timo foram obtidas dos asim@onservadas a -20 °C. Depois

de descongelados os timos foram ressuspensos emll3@ PBS sendo a seguir
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triturados em homogeneizador de tecido, na veldeidd, por aproximadamente 5
minutos. O homogeneizado foi centrifugado a 10®@0r 15 minutos a 4 °C.

A quantificacdo do horménio foi realizada através décnica de
radioimunoensaio (RIA, Radio Imune Assay) d&imh ImmuChem Double Antibody
Corticosteroneg(MP Biomedicals, Orangeburg, NY, USA). Neste emdai avaliada a
capacidade do horménio presente nas amostras doropet amostras do hormdonio
marcado radioativamente'{}) pela ligacdo ao anticorpo especifico. O produgo d
reacado foi analisado em comparacdo com uma curded@aA quantificacdo foi
realizada em contador gama ISOMEDIC-ICN 4/600 {Stéfentor, OH, USA).

3.4. Citometria de fluxo

A andlise do fendtipo das principais subpopulagiieémaocitos, assim como de
linfécitos em diferentes orgéos linfoides secur@ilbaco, linfonodos subcutaneos e
linfonodos mesentéricos), foi realizada por citametle fluxo utilizando anticorpos
monoclonais anti-CD4, anti-CD8, anti-CD44, anti-GD#e camundongo (BD, St
Diego, CA, USA), conjugados a fluorocromos diversbemo controle da marcacao
desses anticorpos foram utilizados Igs nao-relacias conjugadas aos fluorocromos
correspondentes (BD, St Diego, CA,USA).

Depois de isoladas, as células foram contadas erare&de Neubauer utilizando
o corante Trypan Blue (Sigma Aldrich, St Louis, M@§A) para exclusdo de células
mortas. Apds a contagem, as células foram disttésuém uma concentracdo de 1 % 10
células por pogco em placas de 96 pocos com fundd @dunc, Waltham, MA, USA),
e foram incubadas por 15 minutos com 2 uL de sarmal de camundongo para
bloqueio de ligacdes inespecificas. Apds esse geris células foram incubadas com
10 pL de diferentes combinacbes de anticorpos Pomiutos. As células foram
também tratadas separadamente pelos anticorpas, @S isotipos controle, para
calibracdo e compensacdo do aparelho. Células a&madas foram utilizadas para
controle da autofluorescéncia e analise de parameatrdicadores de tamanho e
granularidade. As células foram posteriormente dasaem solucdo de PBS/SBF
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) a 10%, centrifuga@50 g/5 minutos) e fixadas em
uma solugdo de formaldeido a 1%. As amostras foaaquiridas em aparelho
FACSCanto Il (BD, St Diego, CA, USA) e analisadasnco auxilio do Software
Summit 4.3 Software (Dako Cytomatiotia Real Carpinteria, CAJSA).
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Gene (Primer) Sequéncia

Galectina-3
Primer 1 5' GTAGGTGAGAGTCACAAGCTGGAGGCC 3
Primer 2 5'CACTCTCAAAGGGGAAGGCTGACTGTC 3'
Primer 3 5'GGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGG 3!

StAR

Forward 5-TCACTTGGCTGCTCAGTATTGAC-3
Reverse 5-GCGATAGGACCTGGTTGATGA-3

CYP11A1
Forward 5-GACCTGGAAGGACCATGCA-3
Reverse 5-TGGGTGTACTCATCAGCTTTATTGA-3
GAPDH
Forward 5' CCATCACCATCTTCCAGGAG 3'
Reverse 5' GCATGGACTGTGGTCATGAG 3'
RPL-13
Forward 5" CCAAGCAGGTACTTCTGGGCCGGAA 3’
Reverse 5" CAGTGCGCCAGAAAATGCGGC 3’

Tabela 3.1:Sequéncia deorimers utilizados nas reacfes de PCR.

3.5. Andlise da morte celular

Para andalise da morte celular, timocitos foramadas e, ap6s marcacdo com
anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 (BD, St Diego, CASA) conjugados a fluorocromos,
as células foram ressuspendidas em Tampao AneXin@DR, St Diego, CA, USA) e
incubadas por 10 minutos com 1lpuL de Anexina comjaga isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (BD, St Diego, CA, USA). As astras foram imediatamente
adquiridas em aparelho FACSCanto Il (BD, St Diegé, USA) e analisadas com o
auxilio do Software Summit 4.3 Software (Dako Cyation, Via Real Carpinteria, CA,
USA).
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3.6. Andlise da proliferacao

Timdcitos, isolados de forma asséptica, foram @msa um total de £@élulas
foram incubadas durante 3 horas em meio RPMI (Sigldach, St Louis, MO, USA)
com 10% de SBF (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) teofo 60uM de
bromodeoxiuridina (BrdU) (Sigma Aldrich, St LouMQO, USA), para andlise das taxas
de proliferacdo espontanea dos timécitos. Apos mmsedo foi realizada a fenotipagem
das células utilizando os anticorpos monoclonais@b4, anti-CD8, anti-CD44, anti-
CD25 (BD, St Diego, CA, USA) conjugados a fluorooas diversos. Apos marcacao
das moléculas de superficie as células foram péilizsmas utilizando okit BD
Cytofix/Cytoperm™ (BD, St Diego, CA, USA). Apés pesabilizacdo o BrdU
incorporado ao DNA foi exposto através do tratametds células com 100U de
DNAse | (Roche, Mannheim, BW, Germany) por 40 misuh temperatura ambiente.
Em sequencia, as células passaram por dois precgssavagem e foram centrifugadas
por 5 minutos a 450g, em cada lavagem. As célaasf entdo incubadas com anti-
BrdU conjugado a FITC (eBioscience, Inc, San Diggd, USA). As amostras foram
adquiridas em aparelho FACSCanto Il (BD, St Diegé, USA) e analisadas com o
auxilio do Software Summit 4.3 Software (Dako Cyation, St Diego, CA, USA).

3.7. Histologia convencional

Foi realizada analise histolégica do timo (n= 3nams/grupo) em cortes
parafinados que foram corados pela técnica de loaitiaa e eosina (Sigma, Aldrich,
St Louis, MO, USA). Para desparafinizacéo e hidgé@iaos cortes foram incubados por
2 vezes durante 10 minutos em xilol (Vetec, Duqee Chxias, RJ, Brasil) e,
posteriormente, levados a 3 recipientes diferesta#endo alcool absoluto por 2
minutos em cada. A seguir, 0s cortes foram deixamosagua corrente por 1 minuto.
Durante a coloracédo, os cortes foram colocados lPominutos em hematoxilina,
lavados em &gua corrente por 1 minuto, e incubahossolucdo de eosina por 3

minutos.

3.8. Imunofluorescéncia

A andlise do compartimento epitelial foi realizapgar imunofluorescéncia.

Camundongos BALB/c WT e Gal‘3(n= 3 animais/grupo), foram eutanasiados sob
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anestesia profunda em camara de,38us timos retirados e congelados em Tissue Tek
(Optimal Cutting Temperature Compound, Sakura EineTorrance, CA, USA). Os
tecidos foram entdo cortados ao criostato (Leica T340 - Leica Microsystems Inc;
Buffalo Grove, IL, USA) originando sec¢des derbde espessura e foram fixadas com
acetona gelada por 5 min e submetidas a técnicandaofluorescéncia indireta
utilizando anticorpos anti-pan-citoqueratina (Dakm Real Carpinteria, CAJSA), ou
IgGs (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) consahéo-relacionadas. As seccoes
de timo fixadas foram hidratadas com PBS por 5 tosjuncubadas com BSA a 2,5%
diluida em PBS por 1 hora para o bloqueio de ligag@especificas. Posteriormente
foram incubadas com o anticorpo primadeernighta 4 °C. Ap6s esse periodo o
excesso de anticorpo foi retirado em trés etapdavdgem com PBS. Os cortes foram
posteriormente incubados por 45 minutos com o @muec secundario, conjugado a
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, CAAUSApés a incubacdo os cortes
passaram por nova etapa de lavagem com PBS. Asdanioram montadas com
Fluoroshield contendo DAPI (Sigma Aldrich, St Lqui4O, USA) para a marcacao dos
nacleos. As analises foram feitas ao microscopidia@escéncia Carl Zeiss Axio

Imager Upright Microscope (Zeiss, Oberkochen, B\&gtr@any).

3.9. Andlise da celularidade da medula 6ssea

As tibias e os fémures de animais WT e Gak&am retirados, sendo as epifises
e diafises maceradas em meio RPMI com 10% de SBE&,qbtencdo das células totais.
As suspensOes celulares foram centrifugadas a gdp®r 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado remssgem 1 mL de meio completo,

para realizacdo da contagem em camara de Neubauer.
3.10. Andlise da celularidade de 6rgaos linfoideesundarios

Os linfonodos subcutaneos (LSC) (inguinais, axdlagebraquiais) e linfonodos
mesentéricos de cada animal, depois de retirad@nfmacerados em homogeneizador
de tecidos tipgotter de vidro contendo meio RPMI com 10% de SBF. No ba¢o
realizado um procedimento adicional para lise denduéas. As células, apés
centrifugacdo, foram ressuspendidas em 1 mL de&amCK (0,15M de NHCL,
10mM de KHCQ e 0,1mM de NZ&DTA), homogeneizadas lentamente e mantidas em
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repouso por 7 minutos em temperatura ambiente. Qeriala foi novamente
homogeneizado e os grumos retirados. Foi realimadacéo por mais 3 minutos (com
ACK) e lavado por 2 vezes com 10 mL de PBS/10% SB¥Ffinal das lavagens, o
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de meio RPNpieto. Um total de 1 x £0
células por poco foram adicionadas a placas deogéspcom fundo em V (Nunc,
Waltham, MA,USA) e marcadas com anticorpos monoclonais anti-€Bdti-CD8. As
amostras foram adquiridas em citometro de fluxo 8&&nto Il (BD, St Diego, CA,
USA) e analisadas com o auxilio do Software Surdn3itSoftware (Dako Cytomation,
St Diego, CA, USA).

3.11. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utiliaesed o teste Mann-Whitney
utilizando-se o Sofware GraphPad Prism5. Os dadi@snf mostrados como média +
erro padréo e as diferencas foram consideradass@stanente significativas quando os

valores de foram menores que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito da auséncia de galectina-3 na express&genica de moléculas
relacionadas a atrofia timica

Estudos tém demonstrado que horménios GCs, queekimonados a atrofia do
timo, participando tanto em processos de atrofaica, relacionada a idade, quanto na
atrofia aguda, associada a diversas alteracoedofilds e patologicas, sdo capazes de
modular a expressao de Gal-3 (Dumial, 2000; Maldonadet al, 2011). Sabendo-se
que a Gal-3 é capaz de regular a transcricdo gébuanic et al, 2006), decidimos
investigar se na auséncia desta molécula haveliegedcas na expressao dos genes
correspondentes as enzimas limitantes para a sidesGCs (StAR e CYP11A1)
tiveram a expressao avaliada por PCR em tempo®@eBNA utilizado para andlise da
expressado desses genes foi obtido de extratodaéaddrenais, principal local de sintese
de GCs, e do timo, um dos 6rgaos onde ocorre paodeactopica desse hormobnio, de
ambos os grupos de animais. Apesar de nas admd@itermos observado alteragao
significativa nos niveis de expressdo de StAR, vloaumento significativo na
expressdo do gene CYP11Al nos animais Ga(Rgura 4.1A). Além disso,
observamos aumento significativo na expressdo deosms genes no timo desses
animais (Figura 4.1B).

Para verificar se 0 aumento da expressao dos gpresodificam as enzimas
limitantes da sintese de GCs estaria levando a wmerto destes hormdnios nos
camundongos Gal?3 analisamos por radioimunoensaio os niveis decosterona,
principal GC ativo encontrado em camundongos. &osl encontrados demonstram
aumento dos niveis de corticosterona tanto no gaento no timo desses animais
(Figura 4.2).
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Figura 4.1. Animais Gal-3" apresentam aumento da expressdo de enzimas de
sintese de GCs na adrenal e no timdAnalise da expressdo dos genes StAR e
CYP11A1 que codificam enzimas limitantes para adimtese de GCs, por PCR em
tempo real nas adrenafd) e no timo(B). Unidades relativas de expressdo génica
mostradas como média + erro padrdo. n= 4 animaigmppo. *p< 0.05.
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Figura 4.2. Animais Gal-3" apresentam aumento dos niveis séricos e intratinais
de corticosterona.Analise por radioimunoensaio dos niveis séri€d¥ e intratimicos
(B) de corticosterona em animais WT e GAl-INo timo a quantidade final de
horménio foi calculada através da razdo entre wsisiide hormoénio em pg/mL e a
massa de cada timo em mg. Valores expressos emamediro padrdo. Dados
representativos de dois experimentos (n= 9 anivdisn= 10 animais Gal-3). ***p<
0.001.

4.2. Andlise do fenétipo dos timdcitos de animaisab3”

Tendo em vista que o aumento nos niveis de GCesosé# intratimicos esta
normalmente associado com a morte macica de tiosdBIiP, decidimos verificar se a
atrofia observada no timo de camundongos Gaé&taria relacionada a alteracdes nas

subpopulacdes de timdcitos. Assim, realizamos a otijgagem  das
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subpopulacdes de timécitos definidas pelos maresdde membrana CD4 e CDS,
assim como dos marcadores CD25 e CD44 para adakssubpopulagdes de timdcitos
DN, por citometria de fluxo.

N&o observamos alteracbes na porcentagem das sUbpigs de células
definidas por CD4 e CD8 quando comparamos os dagog de animais. Porém, em
nimeros absolutos, os animais Galapresentaram diminuicdo significativa em todas
as subpopulacdes analisadas (Figura 4.3). Jaatiseadas subpopulacdes de timocitos
DN, nos observamos um aumento significativo nasuilagl DN1 e diminuicdo
significativa das células no estagio DN3 nos arsn@al-3” quando comparados com
0s animais controle. Em numeros absolutos estemasiapresentaram diminui¢do

significativa em todas as subpopulacdes de DN (&igw).
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Figura 4.3.Animais WT e Gal-3" apresentam o mesmo perfil de subpopulactes definil
por CD4 e CD8 Avaliacdo por citometria de fluxo de subpopulac@efinidas pelos
marcadores CD4 e CD8, em numeros percent(fs e absolutos(B). (C) Perfis
representativos da marcacao dos timécitos WT &Gpélos anticorpos anti-CD4 e anti-CD8.
Valores expressos em média + erro padrao. Dadesegpativos de trés experimentos (n= 14

animais/grupo). * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <@)1.
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Figura 4.4. Subpopulacfes de células duplo-negativas estao edigas nos animais
Gal-3". Avaliacdo realizada por citometria de fluxo com soude anticorpos
monoclonais anti-CD44 e anti-CD25. Tanto em numgraxentuaigA) quanto em
nameros absolutofB) observamos alteragdes nas subpopulacdes de(©NPerfis
representativos da marcacdo dos timécitos WT e3Ggtor anti-CD44 e anti-CD25
mostrando a diferenca percentual entre as subprjmdade timdcitos. Valores
expressos em média + erro padrdo. Dados represestde dois experimentos (n= 10
animais/grupo). ** p < 0,01; *** p < 0,001.

4.3. Efeito da auséncia da galetina-3 nas taxas derte celular e proliferacao de

timécitos de camundongos Gal-3

Como a acentuada diminuicdo da massa do timo, assmo da sua celularidade,
podem estar relacionadas a alteracbes nas taxasode e proliferacdo celulares,
fendbmenos que participam da manutencdo da celatiicdho timo, nos avaliamos
possiveis alteracdes nessas taxas em timécitasiaobe animais WT e Gal-3de 4-6
semanas.
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Os resultados da analise de morte celateavés da marcacédo das células com
anexina V, ndo mostraram, em numeros percentudistagdes estatisticamente
significativas nos timdcitos totais entre os daispgs de animais (Figura 4.5A). No
entanto, a analise das diferentes subpopula¢cdedotevaumento significativo da

marcac&do por anexina V nos timécitos DP de camuymboal-3™ (Figura 4.5B).
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Figura 4.5. Analise das taxas de morte celulaAnalise, por citometria de fluxo, da
porcentagem de células anexind Nos timocitos totais isolados de cada grupo de
animais(A) e nas subpopulagdes definidas pelos marcadoreseGIIa8 (B). Valores
expressos em média * erro padrdo. Dados represestate um experimento (n= 5

animais/grupo); * p < 0,05.

Analisamos entéo a existéncia de diferencas nadexaroliferacdo espontanea
entre os timocitos desses dois grupos de animaiia.d3ta analise, os timdcitos isolados
dos animais foram incubados com BrdU e a analise@aporacdo desse analogo da
timidina nas diferentes subpopula¢des de timodbodeita por citometria de fluxo.
Observamos uma diminuicdo dos niveis de proliferaspontanea em timaocitos totais
de animais Gal-3(Figura 4.6 A), mais especificamente nos timéciidé DP e CD4
SP (Figura 4.6 B).
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Figura 4.6. Diminuicdo das taxas de proliferacdo esntdanea em algumas
supopulacdes de timdcitos na auséncia de galectiBaAnalise da incorporacédo de
BrdU nos timécitos totaigA) e nas subpopulacdes definidas pelos marcadoreseCD4
CD8 por citometria de fluxdB). (C) Perfis representativos de células Bfdhbs
timocitos totais. Valores expressos em média + padrdo. Dados representativos de

dois experimentos. (n= 10 animais/grupo); * p 500 p < 0,01; *** p < 0,001.
Em seguida avaliamos os indices de proliferacdooré8pea nas diferentes

subpopulacdes de DN, definidas pelos marcadoresAGDLD25. Observamos que

todas as subpopulacdes apresentavam diminuicamlifenacéo (Figura 4.7).

43



2

B)
ERK 264
WT
15+ T ca
' 20 . - a3
104 15+ ﬁ

DN1 DN2 DN3 DN4

Células BrdU' (%)
Células BrdU" (%)

<)

WT Gal-3-
| 11,92% ” 5,625

256

1924

128

55C

=58

R18 R19

o T T T o
100 ant 102 103 a0l A

BrdU

Figura 4.7. Diminuicdo das taxas de proliferacdo esntanea em todas as
supopulacdes de timécitos duplo-negativos na aus@énde galectina-3. Andlise da
incorporacdo de BrdU nas células DN totédy, e nas subpopula¢gbes de DN definidas
pelos marcadores CD44 e CD#B). (C) Perfis representativos de células Brdubs
timocitos duplo-negativos totais. Valores expressos média + erro padrédo; Dados
representativos de dois experimentos. (n= 10 asigraipo); * p < 0,05; ** p < 0,01,
*** < 0,001.

4.4. Anélise da morfologia do timo e do compartimdn epitelial

A atrofia timica frequentemente € acompanhada t@eagbes na morfologia do
orgao. A manutencdo de uma arquitetura adequadadarental para a homeostasia
dos timocitos, uma vez que, a interacdo entre Adaséem desenvolvimento e o
microambiente € fundamental no processo de difexefc. Assim, para avaliarmos
possiveis alteragdes morfologicas no timo dos calongos Gal-3 foram analisados
cortes de timo parafinados e corados com HemataxdiEosina. Foi realizada também

a analise do componente epitelial, principal congobe celular do microambiente
timico.
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Na analise morfolégica observamos a preservacao plazxcipais areas
histologicas, cértex e medula (Figura 4.8 A e B)éf, notamos na regido medular, a
presenca frequente de estruturas concéntricas, aftasn por células epiteliais,
semelhantes a corpusculos de Hassall (Figura 4.&2&hp analise do compartimento
epitelial, cortes de timos de camundongos de anasogrupos de animais foram
submetidos a técnica de imunofluorescéncia indirggado marcados com anticorpo
anti-pan-citoqueratina. N6s observamos uma profuledarganizacdo da rede epitelial,
com visivel aumento de regides livres de TEC (Rigu® B e D), nos animais Gal-3

Figura 4.8. Analise da morfologia do timo.Os painéiqA) e (B) representam cortes
parafinados de timo de camundongos WT e Gal+@spectivamente, corados com
Hematoxilina e Eosina (aumento de 10X). Os paif€)se (D) mostram regides do
timo dos animais WT e Gal’3 respectivament@umento de 40X). A seta branca
indica estrutura concéntrica semelhante a corpdstellHassall encontrada na regido

medular de animal Gal’3 Fotos representativas de laminas de trés anignajsJ.
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Figura 4.9. Auséncia de galectina-3 leva a desorgaacdo do compartimento
epitelial. Andlise realizada através de marcacdo por imunafogncia indireta de
cortes de timo de camundongos WA € C) e Gal-3° (B e D), com anti-pan-
citoqueratina ou IgG controle (inserto & Asteriscos representam regides livres de
epitélio (B e D). Fotos representativas de lamoagrés animais/grupo. Marcacdo em

verde: anti-pan-citoqueratina e marcacao em azaPID

4.5. Andlise da celularidade da medula 6ssea e 6agdinfoides secundarios

Outros dois fendbmenos, além das taxas de morteliéeprcdo, importantes para
manutencéo da celularidade do timo sdo a entragaedeirsores oriundos da medula
O0ssea e a saida de linfécitos maduros para a perifeicialmente investigamos se a
auséncia da Gal-3 poderia também alterar o numeroétllas da medula éssea, da
mesma forma que observamos no timo. A diminuicAo@lmero de células poderia
refletir-se em uma oferta menor de precursores @aomizar o 6rgao. Obtivemos essas
células através da maceracéo de epifises e diélitstibias e fémures de camundongos,
como descrito em Materiais e Métodos. As célulaanfocontadas ao microscépio
optico, sendo observada uma tendéncia a diminuigdaumero de células totais na

medula éssea nos animais Gal¢Bigura 4.10).
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Figura 4.10. Andlise da celularidade da medula ¢ssele animais Gal-3". As células
foram obtidas dos dois grupos de camundongos, tad@s Observamos uma tendéncia
a diminuicdo do nimero de células totais de medsg@a nos animais Gal-3valores
expressos em meédia + erro padrdo; Dados represestate um experimento (n= 4

animais/grupo).

Investigamos também se a atrofia, observada nanaasé&a Gal-3 estaria
relacionada a um aumento da saida de células paperiteria. Analisamos a
celularidade e o fendtipo dos linfonodos subcut@rn(@uinais, axilares e braquiais),
linfonodos mesentéricos e baco. Ndo observamaseidtes significativas no nimero de
células encontradas nos linfonodos subcutaneoéppbouve diminuicdo significativa
no namero de células nos linfonodos mesentéridoace (Figura 4.11). A andlise da
porcentagem das subpopulagbes CD4 e CD8 nao rea#tbraclOes significativas em
nenhuma das subpopulagbes (Figura 4.12 A-C paineér®r). No entanto, em
nameros absolutos, observamos diminuicdo signii@ahas células CD&SP de
linfonodos mesentéricos e de células CD4 SP e &0 baco de animais G&l-3
(Figura 4.12 B e C), enquanto os linfonodos sulmadé n&o apresentaram alteragcao

nas subpopulacdes celulares (Figura 4.12 A).
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Figura 4.12. Analise das subpopulacdes de célulasfithidas pelos marcadores CD4
e CD8 de 6rgdos linfoides periféricos de animais G&”. As células obtidas dos
linfonodos subcutaneds\), linfonodos mesentéricdB) e do bacqC) foram marcadas

com os anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 e analisgubaiscitometria de fluxoValores

expressos em média + erro padrdo; Experimento septativo de dois experimentos
(n=6 animais/grupo). ** p < 0,01; ** p < 0,001.
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5. DISCUSSAO

Considerando-se que a galectina-3 é encontradaiersas compartimentos
celulares, assim como no meio extracelular, desehgpelo funcbes diferenciadas
dependendo de onde se encontra @tital, 2002; Ochienget al, 2004), os animais
Gal-3" representam uma excelente ferramenta para a consgieele suas funcoes
vivo. Trabalhos recentes, utilizando esses camundoagodiferentes modelos de
estudo, tém trazido informagbes importantes solpapel da Gal-3 na fisiologia e na
patologia, como por exemplo, a sua participacdprooesso de diferenciacdo de células
B, na progressdo do cancer e do diabetes (Olivairal,, 2007; Oliveiragt al, 2009;
Eude-le Parcogt al, 2009; Mensah-Brownet al, 2009). Particularmente, relatos
anteriores mostram a participacdo da Gal-3 na stsponune inata e adaptativa,
participando tanto da ativacdo quanto da difereadaelular (Cheet al, 2005). Um
dos exemplos é sua influéncia sobre os linfécitoEd@ demonstrado que a Gal-3 tem
um importante papel na sobrevivéncia e diferenciagéuzida por IL-4 em células B
de camundongos infectados pédlgypanosoma cruziinfluenciando sua diferenciacao
em plasmadcitos (Acosta-Rodriguet al, 2004). Foi descrito também que ha uma
possivel aceleracdo da diferenciacdo dessas célmgsasmécitos em animais G&l-3
infectados porSchistosoma mansore que a diferenciacdo de células Bl em
plasmacitos no peritbnio, em condic¢des fisiologicseja favorecida na auséncia de
Gal- 3 (Oliveiraet al, 2007; Oliveiraet al, 2009). No entanto, ndo existem relatos na
literatura sobre o papel da Gal-3 na diferenciafg@dimocitos. Nesse contexto, nosso
grupo tem se dedicado a analisar a influéncia dastacula em processos fisiologicos
e patolégicos envolvendo a diferenciacao intraténdie linfécitos T (Villa-Verdet al,
2002; Silva-Monteireet al, 2007). Analisando o timo dos animais Gal-8bservamos
que o 6rgdo apresenta atrofia importante, com diigéio de sua massa e celularidade.
O presente trabalho teve como objetivo estudamalgos fatores envolvidos na atrofia
timica observada na auséncia desta lectina e, assmmpreender melhor o papel da
Gal-3 na fisiologia do timo.

A involucéo timica € um processo que ocorre nangate com a idade, estando
associada a uma série de condicOes fisiologicaat@ogicas (Taubket al, 2005),
podendo ser citadas as alteracfes nos niveis dertgloides. Tem sido descrita a
participacdo de GCs em processos de atrofia tientalecorréncia da idade, quando

ocorre aumento da sintese de GCs em timdcitos,doemo da expressao das enzimas
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limitantes de sua sintese, codificadas pelos gét®R e CYP11A1, ao mesmo tempo
em gue diminuem nas TEC (Qiao, 2008), e tambémrenepsos infecciosos, como por
exemplo, na infeccdo pofrypanosoma cruziComo descrito em alguns estudos de
nosso Laboratorio, ha aumento nos niveis séricosadiécosterona, principal GC
encontrado em camundongos, durante a fase agudafed@do por este parasita
(Corréa-de-Santaret al, 2006), ocorrendo morte de timdcitos DP, célskssiveis a
acado deste hormonio (Savino, 2006). Demonstranmentemente que o bloqueio de
receptores de GC com RU486 € capaz de reverteiajpaenite a atrofia timica nos
animais infectados (Farias-de-Oliveatal., 2013).

Alguns estudos tém demonstrado haver regulacdexgeessédo de Gal-3 por
parte dos GCs, podendo tanto levar ao aumentotassdo desta lectina quanto a sua
diminuicao, dependendo das condi¢cfes de estuddipaloelular estudado. Anélises
vivo realizadas em ratos submetidos a adrenalectomisiranam diminuicdo da
expressdo de Gal-3 citoplasmética nas células deGiélulas secretoras ndo-ciliadas
abundantes no trato respiratério inferior, e emridfagos, sendo este efeito revertido
ap0s tratamento com dexametasona. E interessatareque a diminuicio da expresséo
de Gal-3 foi dependente do tipo celular, jA que hdove alteracdo da expressao da
lectina nas células ciliadas pulmonares (Maldonetdal, 2011). No mesmo estudo,
macréfagos peritoneais de ratos foram tratémlegro com concentracdes crescentes de
dexametasona, apresentando aumento na expressaal-8 Em controvérsia com
estes dados, foi descrito que camundongos subraadidon Unico episédio de estresse
por imobilizagdo tiveram diminuicdo da expressdo @a-3 no figado, bagco e
macrofagos peritoneais (Dumét al, 2000). E descrito que ha aumento dos niveis de
GCs em resposta ao estresse (Eskandari & Stern@&@f). Por outro lado, é
conhecido que o timo sofre extenso controle new@&imo, apresentando alteracdes
em seus componentes linfoides e do microambieriieefgito hormonal. O timo foi
descrito como sitio de producéo de diversos horasdrtiomo prolactina, horménio do
crescimento, corticosterona, ocitocina, vasoprassendo sido demonstrada a presenca
de receptores para alguns estes horménios em toeGeiTEC (Savino & Dardenne,
2000). Considerando os resultados dos estudosadektacima, juntamente com o
conhecimento de que uma das funcdes biol6gicasati8 € a capacidade de modular a
expressdo génica, nds investigamos possiveis @itgana expressdo de StAR e
CYP11A1, genes que codificam enzimas limitantesintese de GCs, no timo e nas

adrenais de animais Gal-8 animais controle. Utilizamos a técnica de PCR&mpo
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real realizado a partir de cDNA sintetizado de @massde RNA total isoladas dos
animais. Apesar de nao termos observado aumeniticagivo da expressao de StAR
nas adrenais isoladas de animais Gal¥ouve aumento da expressdo de CYP11Al,
sendo este aumento suficiente para elevar, de faigwificativa, os niveis de
corticosterona séricos, como observado nas angdmesadioimunoensaio. Ja no timo
destes animais a expressao de ambos os genegestéasivamente aumentada e esse
aumento também refletiu em elevagédo dos niveiatinticos do horménio (Figuras 4.2
e 4.3).

Os estudos anteriores, que mostram a modulacagpdassdo de Gal-3 por GCs,
em conjunto com os obtidos neste trabalho suger@mregsas moléculas possam estar
envolvidas em regulacdo génica reciproca, pringipate se levarmos em consideracéo
o fato de que elas possuem efeito antagbnico pasesimune. A Gal-3 €, em geral,
considerada um poderoso sinal pro-inflamatorio. rfoasecretada ou exteriorizada,
pode afetar células inflamatérias por um mecaniaotdcrino ou paracrino, podendo
ativar varias células linfoides e mieloides, inotld a capacidade de promover a
explosédo respiratoria em neutréfilos e mondcitoduzir a liberacdo de mediadores
pelos mastécitos e promover a adesao de neutrdfilosanos a laminina e as células
endoteliais (Dumicet al, 2006). Por sua vez, os GCs possuem ac¢do ardiviatbria
conhecida, podendo inibir a liberacdo de citocmasitras atividades de uma variedade
de células que compdem o sistema imune, incluiktidas dendriticas, granuldcitos e
monaocitos/macréfagos, assim como linfécitos B eBOt{s & Sternberg, 2008). A
possibilidade de uma regulacdo cruzada entre dssasmoléculas abre caminhos para
estudos mais aprofundados nessa area.

Tendo em vista nossos resultados relacionadosdugio de GCs pelos animais
Gal-3" e suas consequéncias anteriormente descritas sdbr®, e ainda as funcdes
conhecidas da Gal-3 sobre a migragao, diferenciggémdiferacdo e morte celular,
investigamos a existéncia de uma possivel modulagime a diferenciacdo de
timocitos na auséncia da Gal-3. A partir da andésetipica dos timocitos em relacao a
expressdo das moléculas CD4, CD8, CD25 e CD44,ob8ervamos alteracdes na
porcentagem das subpopula¢des definidas por CDB& Em numeros absolutos, a
deplecdo na celularidade observada no timo de comgos Gal-3 apresentou-se
homogeneamente distribuida, enquanto a analisesulgzopulacbes de células DN
revelou aumento relativo de células no estagio BNiiminuicdo de células no estagio

DN3. Entretanto, esse aumento nado foi suficienta paanter ou elevar o numero de
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timocitos neste estagio de desenvolvimento, jAemmenimeros absolutos observamos
diminuicdo significativa em todas as subpopulagfiEe8maocitos DN.

O aumento dos niveis séricos de GCs pode levarcduigéo timica por morte de
timocitos corticais, alteracbes em sua capacidaddifgrativa, mudancas no
microambiente, entre outras causas (Joretall, 2004; Taub & Longo, 2005).
Decidimos entdo avaliar, se as diferencas de celatie encontradas nos animais
Gal-3" poderiam estar relacionadas a mudancas nas texasrtk ou proliferacdo, que
poderiam ser causadas tanto por efeito direto danaia de Gal-3, quanto por efeito
indireto, jA que observamos aumento dos niveisodeagsterona tanto no soro quanto
no timo na auséncia desta lectina. Dados da literdém demonstrado a participacao
da Gal-3 e da corticosterona como moduladoras siéssémenos que contribuem para
a manutencdo do numero de células no timo. Em aelac morte celular, dados
anteriores mostraram que a Gal-3 intracelular éazage proteger as células da
apoptose, por interagir coBcl-2 (Yanget al, 1996). Por outro lado, estudos recentes
demonstraram que a Gal-3, quando adicionada arasltie células mononucleares de
sangue periférico e células T humanas de linhagerapaz de se ligar em receptores da
superficie celular, induzindo a morte de forma omhtato-dependente, induzindo
também a morte de timécitos humanos, principalmasteélulas DN e DP (Fukumori
et al, 2003; Stillmanet al, 2006). Os efeitos de GCs sobre a manutengcdo da
homeostase timica também sdo controversos. Tem agmmtado um circuito
intratimico paracrino/autocrino de grande impori@nta maturacdo e em eventos de
selecdo de timécitos. Sob condi¢cdes normais, G@sgemos previnem a morte de
timécitos apos interacdo TCR/peptideo-MHC (Vacddtial, 1999). J& o aumento dos
niveis séricos de corticosterona tem sido asso@auorte macica de células corticais,
levando a atrofia do timo (Whylie, 1980). Ao avati@s a ocorréncia de uma possivel
modulacdo de morte celular nos timdcitos de camugo® Gal-3, ndo observamos
diferencas significativas na porcentagem de célalexina V positivas nos timocitos
totais, porém, detectamos um aumento significatieomarcacdo nos timécitos DP.
Esse achado sugere que a queda no numero de d#Rilesteja relacionada a um maior
indice de morte celular.

Em seguida, avaliamos se a capacidade proliferafioa timocitos sofre
alteracdes na auséncia da Gal-3. Nossas andlisesatporacdo de BrdU revelaram
diminuicdo na proliferacdo de todas as populactedisadas. Os resultados obtidos

estdo de acordo com relatos da literatura que @estr a influéncia da Gal-3 na
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proliferacdo de alguns tipos celulares como, pang®o, em fibroblastos humanos,
através de sua interacdo com glicoproteinas pessaat superficie celular (Inohast
al., 1998), e o bloqueio da proliferacdo de célulagidndo a expresséo de galectina-3 é
inibida (Jooet al, 2001). Além disso, € importante salientar oatosl de que GCs
derivados de timocitos apresentam efeito antifemaiivo em linhagens celulares
transfectadas com receptor de GCs e em timécitia® @D al, 2008).

Ainda, nossos resultados sugerem que a diming@gdaumeros absolutos, de
todas as subpopulagdes timocitarias dos animaisSGaieja devida & diminuicdo da
proliferacdo dos timdcitos no seu estagio mais unpatO numero de timécitos da
populacdo majoritaria de células no timo, célul&s ®dependente do equilibrio entre a
quantidade de células DN em proliferacédo e asa®lylie sobreviveram ao processo de
selecdo positiva, que ocorre nesse estagio de a#gemento (Ciofani & Zuniga-
Pflucker, 2007). A diminuicdo da proliferacdo alsela nas DN pode estar sendo
refletida em um menor nimero de células disponpaia se diferenciar em células DP.
Isto, aliado ao fato de a subpopulacédo de céluRsalEm de apresentar diminuicdo de
proliferacédo, possuir aumento nas taxas de molt#acediminuiria a oferta de células
disponiveis para diferenciacdo em células SP.

A integridade da organizacdo do microambiente tmésta associada a
capacidade dos timdcitos migrarem, proliferarenfresem ou ndo apoptose decorrente
dos processos seletivos, e originarem células TuraadTakeokat al, 1996; Takeoka
et al 1999; Varaset al, 2000; Bommhardet al, 2004). Verificamos entdo se as
alteracdes encontradas nas taxas de proliferac&o tidoocitos poderiam estar
relacionadas ndo s6 a capacidade da Gal-3 de malitdeEamente este processo, como
supracitado, mas também a possiveis alteracoesanoambiente timico determinadas
pela auséncia da Gal-3. Andlises da morfologiacdnmostraram que o timo dos
animais Gal-3 possui as principais areas histoldgicas preseryasksdo possivel
identificar a regido cortical e a medular. Entretarfoi observada frequentemente a
presenca de células epiteliais dispostas em foramcéntrica na regido medular,
formando estruturas semelhantes a corpusculos deallaEssas estruturas ndo sao
facilmente encontradas no timo de camundongos as,ratas sao localizadas com
facilidade em timo de humanos e de cobaias (Earal, 2002). Elas podem ser
identificadas pela expressao de citoqueratinascésy@es de alto peso molecular que
sao evidenciadas pelo anticorpo KL1, que marcar &K@&10 (57/63 kDa) (Nicolast

al.,, 1989). Estudos do nosso Laboratorio demonstracprea o tratamento de
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camundongos com altas doses de hidrocortisona aamennimero de células KL1
24 horas apés a injecao, sendo esse efeito regkraima vez que essas células ndo
foram detectadas 7 dias apds a injecédo (Sastirad, 1986). Dessa forma, os elevados
niveis de corticosterona observados nos camundcBgb8™ poderiam estar levando
ao aumento dessas estruturas na regido medulampexperimentos precisam ser
realizados para confirmar a expressao de citogoasade alto peso molecular nas
MTEC destes animais.

A andlise dos criocortes de timo dos camundongds3Gaevelou profunda
desorganizacdo do compartimento epitelial com atondg presenca de areas livres de
TEC na regido cortical. Dados semelhantes forangril@s anteriormente por nosso
grupo em timos de camundongos idosos. A presergtasdesgides livres de epitélio
diminuiu muito apos suplementacdo da dieta destémass com zinco, elemento
fundamental para a homeostasia do timo (influenicam desenvolvimento de
timécitos, de TEC, da producédo de timulina, ete.jjue se encontra diminuido em
individuos idosos (Dardennet al, 1993). As interagBes entre o epitélio timico e
timocitos sao fundamentais para a diferenciacadlidfixitos T e para as células que
compdem o microambiente timico, fendmeno conhecadoo cross-talk(Hollanderet
al., 2006). As TEC influenciam de modo pleiotropicbeeprocesso através da interacédo
direta com os timacitos. Os estagios iniciais deedeolvimento dessas células até o
estagio DN3 sédo promovidos por sinais mediadosNoch e também pela IL-7, que
sao derivados de cTEC. Ao longo de seu desenvahtiones timoécitos DN promovem
a diferenciacdo de células do estroma timico, léwam formacdo do microambiente
timico cortical. Estudos tém demonstrado que as TG se diferenciam em
camundongos com deficiéncia no desenvolvimento rér pge DN1, permanecendo
imaturas. Esses animais ndo formam um cértex tirhistologicamente normal e
contém cistos. Entretanto, camundongos com deficiéa partir do estagio DN3
apresentam cortex histologicamente normal, sugerpue a diferenciacdo dos estagios
DN1 a DN3 regulam a diferenciacdo de precursore3E@ em cTEC presentes no
microambiente cortical do timo (Takahama, 2006).

A diminuicdo da entrada de precursores ou aumemgaitia de células do timo
para a periferia também podem contribuir para ardiigdo da celularidade do timo.
Iniciamos entdo estudos visando a avaliagdo delssepontos que, além do equilibrio
entre as taxas de apoptose e proliferacdo, eskdtomados com a manutencédo do

namero de células deste 6rgdo. Em um estudo prelinizemos a analise do numero
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de células totais da medula O0ssea, e observamostemdé&ncia a diminuicdo em
animais Gal-3. Nossos dados precisam ser ampliados com a regfdizde novos
experimentos, nos quais pretendemos também awali@equéncia de células com
fendtipo de progenitores capazes de gerar célulaBofiém, apesar de preliminares,
nossos dados corroboram um estudo recente que dEmgn por analise
histomorfométrica, diminuicdo da densidade celudaralteragfes histologicas no
microambiente da medula éssea de camundongos’G@randet al, 2011). Podemos
ressaltar dois fatores interessantes deste es@idwimeiro € que, mesmo havendo
aumento no numero de alguns progenitores multipegemcluindo alguns especificos
para células mieloides, ndo foram observadas efiesana porcentagem do precursor
linfoide comum (CLP), uma das células capazes dar gélulas T (Saraet al, 2010).

O segundo € que, embora tenha sido observado aummentoumero de alguns
progenitores mieloides, na auséncia da Gal-3, eggegenitores apresentaram
diminuicdo da capacidade de se diferenciar em pgpak de células mieloides
maduras (Brandt al, 2011).

A Ultima analise realizada no presente trabalhaifoipossivel aumento da saida
de células para periferia, que poderiam levar andiitéo da celularidade do timo. Para
avaliar alteracdes na saida de células na auséeci@al-3 fizemos a contagem e
analisamos o fendétipo dos seguintes oOrgdos linfoigeeriféricos: linfonodos
subcutaneos (inguinais, axilares e braquiais)otiolos mesentéricos e baco. Nao
encontramos alteracbes no numero de células désndidos subcutédneos, porém
observamos diminui¢do significativa na celulariddde linfonodos mesentéricos e do
baco de animais Gaf3 Ndo encontramos alteraces na porcentagem deimentias
subpopulacdes analisadas, apesar de termos obsediadnuicdo em nuameros
absolutos de células CEBPnos linfonodos mesentéricos, e diminuicdo em namero
absolutos de células CBP e CD8SPno baco. Apesar de ndo termos avaliado o
namero de células de fenoétipaive a diminuicdo em nameros absolutos encontrada na
periferia sem alteracdo na porcentagem das pomsdagé linfécitos T pode ser um
reflexo da diminuicdo em numeros absolutos do nardertimécitos SP, tanto as CD4
quanto as CD8, presentes no timo dos camundongts”Galém disso, este dado
sugere que a atrofia encontrada no timo na ausé@adgal-3 ndo se deve ao aumento da
saida de células do 6rgdo para a periferia, paisp @sse fato estivesse ocorrendo,
provavelmente teriamos observado um aumento déagdade nos orgaos linfoides

periféricos, 0 que ndo ocorreu. Para um estudo amsfundado deste evento, seria
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interessante a realizacdo de injecdes intratimieas$-ITC, com posterior avaliacdo
quantitativa da presenca dos emigrantes timicosntes, marcados com FITC, na
periferia.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a deficiéncia de& Gadulta em aumento da
expressdo de enzimas limitantes da biossintesdictetigoides, tanto nas adrenais
guanto no timo, aumento este que se refletiu neagf® dos niveis de corticosterona no
timo e no soro. Apesar de a atrofia timica relaaitan aos glicorticoides levar a
deplecédo macica de timdcitos DP, ndo observamesagfies na distribuicéo relativa de
subpopulacdes de células definidas por CD4 e pd8, @lesmo com o0 aumento de
morte das células DP e de alteracdes nas porcestatps subpopulacdes de DN.
Nossos dados também apontam que a atrofia timisarvdda na auséncia da Gal-3
pode estar associada a diminuicdo das taxas déee@oéo de timacitos, principalmente
a das células DN, subpopulagdo mais imatura eramatno timo. Por outro lado,
parece nao haver alteracdes na saida de célukns peariferia, pois a celularidade dos
6rgdos linfoides periféricos dos animais Gal@u n&o se alterou ou estava diminuida
guando comparada aos animais controle. Além digkmonstramos que o0
compartimento microambiental do timo desses animaabém foi afetado na auséncia
de Gal-3, revelando uma rede epitelial alteradey poesenca frequente de estruturas
semelhantes aos corpusculos de Hassall e de extéresss livres de células epiteliais.
Em conjunto, nossos resultados demonstram a imuiatéla Gal-3 para a manutencéo
da homeostase do timo.
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7. PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade a este trabalho amdpli@s experimentos de
analise de células duplo-negativas, fazendo umiisamaais acurada dos subgrupos de
células duplo-negativas dentro das subpopulac@ssmacomo, da celularidade da
medula 0ssea, realizando uma avaliacdo do fendipbp namero de precursores
linfoides, com o uso de marcadores especificosetemos ainda avaliar a capacidade
destas células colonizarem o timo, usando como Imadie estudo animais Gal-3
irradiados que serdo submetidos a injecGes dersres obtidos de animais selvagens
e vice-versa. Aléem disso, pretendemos verificaraugle influéncia do aumento de
corticosterona na atrofia timica observada ness@nais, usando o bloqueador de
receptor de GCs RU486 ou, alternativamente, submieteos animais Gal’3a

adrenalectomia.
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