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RESUMO

Lima FA. Estudo da expressdo da proteina AIRE (autoimmune regulator) e dos
componentes da via de sinalizacdo Notch em timos humanos. [tese (Doutorado em
Parasitologia)]. Sdo Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo; 2010.

O timo é o 6rgéao linféide primario responsavel pelo estabelecimento inicial de um
repertorio funcional de células T. A via de sinalizacdo Notch é essencial para o
desenvolvimento de células T a partir de células—tronco hematopoiéticas, e a
distribuicdo de seus receptores e ligantes no timo humano ainda é desconhecida. A
expressdo de AIRE é crucial para a selecdo de um repertério de receptores de
linfécitos T (TCR) sem autorreatividade. Neste estudo, analisamos o padrdo de
expressdo de AIRE e a distribuicdo de Notch em timos pacientes com cardiopatias
congénitas, parte dos quais com sindrome de Down. Descrevemos a localizacao
intratimica e os tipos celulares capazes de expressar os diferentes receptores e
ligantes Notch. A expressdo de AIRE em células epiteliais medulares foi
significantemente reduzida em timos de criancas com sindrome de Down, deficiéncia
esta que pode explicar a alta incidéncia de doencas autoimunes nesta

cromossomopatia.

Palavras—chave: Timo humano. Receptores Notch. Ligantes Notch. AIRE.

Sindrome de Down. Autoimunidade.



ABSTRACT

Lima FA. Expression of AIRE (autoimmune regulator) and Notch components in
human thymus. [Ph. D. thesis (Parasitology)]. Sdo Paulo (Brazil): Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2010.

The thymus is a primary lymphoid organ which is essential for the initial
establishment of a functional repertoire of T cells. Notch signaling is crucial for T—cell
lineage development from hematopoietic stem cells; however, distribution of Notch
ligands and receptors in human thymus is still unknown. AIRE is crucial for the
selection of a T—cell-receptor (TCR) repertoire purged of self-reactive specificities. In
this study, we analyzed the expression patterns of AIRE and Notch in human
thymuses from children with congenital cardiopathies that undergo heart surgery,
part of whom with Down syndrome. We described the intra—thymic localization and
the cell types that express Notch receptors and ligands. AIRE expression in
medullary epithelial cells is significantly decreased in Down syndrome patients. This

deficiency could explain higher incidence of autoimmune disease in Down syndrome.

Keywords: Human thymus. Notch receptors. Notch ligands. AIRE. Down syndrome.

Autoimmunity.
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CAPiTULO 1

INTRODUCAO GERAL

Os gregos antigos usavam animais jovens em seus sacrificios e notavam uma
grande massa de tecido no térax préximo ao coragdo, entdo concluiram que este
orgdo, o timo, seria a sede da alma. A origem da palavra timo [thymus, em latim e
em inglés] é incerta, mas ha fortes indicios de que seja derivada da palavra do grego
antigo GuuoS, que é traduzida como alma, coragdo, coragem, mente, vontade ou
propésito. A primeira descricdo morfologica do timo foi feita por Galeno de
Pergamum (130-200 a.C.), que se referu ao timo como um “érgdo misterioso”. Esta
alcunha, de certa forma, permanece atual ha mais de 2000 anos.

Por séculos o timo permaneceu um Orgao enigmatico e com funcdes
desconhecidas. Em meados do século XX, o reconhecido do timo como local de
producéo de linfcitos foi bem estabelecido (Billingham et al., 1956; Gowans et al.,
1961). Entretanto, embora se soubesse que o timo era um 6rgdo produtor de
linfécitos, os imunologistas ndo acreditavam que este tivesse alguma funcao
imunologica, pois as principais caracteristicas de resposta imune, como a
plasmocitopoiese e a formagédo de centros germinativos, ndo eram observadas no
timo de animais normais apds a imunizacdo. Em 1956, os linfécitos circulantes foram
divididos em células T e B, depois que Glick et al. identificaram a bursa de Fabricius
como a fonte de células produtoras de anticorpos.

Muitas questbes a respeito da embriologia, anatomia, fisiologia, patologia e
significado clinico do timo persistiram até 1961, quando a competéncia imunolégica
do timo e o sei papel fundamental para o estabelecimento e desenvolvimento do
sistema imune normal foi demonstrado inequivocamente por e Muller (1961). O timo
foi o ultimo dos principais 6rgdos do corpo a ter as suas fun¢des desvendadas.
Entretanto, muitos dos seus segredos continuam por serem esclarecidos. Alguns
dos mais recentes avancos nas diversas areas da biologia do timo, especialmente
nos ultimos 10 anos, incluem a organogénese do timo, a regulacdo transcricional

que induz a escolha/decisdo do tipo celular que se desenvolverd no ambiente
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intratimico, e a migracdo regulada por quimiocinas de precursores de células T

através dos diferentes microambientes timicos.

1.1 Histogénese do timo

O timo é o primeiro 6rgéo linfoide a se desenvolver durante a ontogénese. No
ser humano, os primérdios de tecido timico surgem no final da quinta semana da
vida embrionaria. O par de rudimentos epiteliais se origina bilateralmente a partir do
endoderma do terceiro par de bolsas faringeas, na porcao anterior do tubo digestivo;
penetra no mesoderma e € cercado por células mesenquimais residentes, derivadas
da crista neural (Nishino et al., 2006; Rodewald, 2008). O mesénquima da origem a
estruturas timicas como cépsula, septos e células perivasculares. A interacao entre
as células epiteliasis e o mesénquima € essencial para 0 sucesso do
desenvolvimento e funcéo do timo (Owen et al., 2000).

Durante a oitava semana de vida intrauterina, o par de tecidos timicos perde a
conexdao com a faringe e migra para o local definitivo, a regidao antero—superior do
mediastino, onde se funde para formar um Unico 6rgdo bilobado. Cada lobo tem,
individualizados, o suprimento sanguineo, a drenagem linfatica e a inervacéo. Por
volta da décima semana de desenvolvimento embrionario, quando a vascularizacéo
do timo j& esta formada, o intersticio entre as células epiteliais se torna colonizado
por células—tronco hematopoiéticas precursoras dos timdcitos (linfécitos T
intratimicos). Estas células indiferenciadas migram do saco vitelino e figado do
embrido, e alcancam o timo, através da corrente sanguinea, como resultado de
sinais quimiotaticos induzidos continuamente pelo estroma timico. Na décima
segunda semana, 0s numerosos l6bulos timicos, medindo entre 0,5 e 2,0 mm de
diametro, jA apresentam as regibes cortical e medular bem definidas. Apos a
colonizacédo inicial por células—tronco, o timo cresce rapidamente e pode atingir o
maior tamanho (entre 15,0 e 20,0 g em média), em relacdo & massa total do corpo,
antes do nascimento ou nos primeiros meses de vida (Nishino et al., 2006).

24



CAPiTULO 1

1.2 Estrutura e funcéo do timo

O timo esta localizado no térax, imediatamente atras da extremidade superior
do 0sso esterno, sobre o coragcao e grandes vasos; possui dois lobos envolvidos por
uma capsula delgada, que penetra no 6rgéo atraves de prolongamentos ou septos e,
ao se unirem, dividem o 6rgdo em pequenos Iébulos. A parte periférica de cada
I6bulo, denominada cértex, € formada por tecido linfoide denso e contem a maioria
dos timdcitos relativamente imaturos, enquanto a porcao central, ou medula, é
constituida por tecido linfoide frouxo e contem timécitos maduros (Figura 1). Na
medula estéo localizadas estruturas tipicas do timo, os corpusculos de Hassall, cuja
origem, natureza e fun¢des sdo ainda pouco conhecidas. A regido entre o cortex e a
medula (cértico-medular) é caracterizada pela abundancia de vasos sanguineos
(Nishino et al., 2006; Razzani et al., 2008).

Figura 1. Corte histolégico de timo humano corado pelo método Hematoxilina—Eosina. A
regido cortical (C) apresenta maior densidade de células do que a regido medular
(M) timica, onde estéo localizados os corpusculos de Hassall (seta). Septo (S).
Aumento de 100x.
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O timo oferece o ambiente adequado para a timopoiese, caracterizada pelos
processos de comprometimento, migragao, proliferagcéo, diferenciacéo e selecao de
linfécitos T a partir de CTH precursoras. A timopoiese € um processo complexo e
altamente dindmico, que necessita de interacdes reciprocas (crosstalk) entre
timocitos e células do estoma timico, como células epiteliais, macrofagos, células
dendriticas e fibroblastos. Assim, as CTH pluripotentes, oriundas da medula 6ssea,
entram no timo através de vénulas pos—capilares localizadas na juncéo cértico—
medular, se deslocam em direcdo a regiao subcapsular, externa ao cortex, onde
recebem sinais, ndo antigénicos, e d&o inicio a primeira proliferacdo. O
desenvolvimento dos timécitos avanga concomitantemente com a migracao destas
células através de diferentes microambientes intratimicos, desde a regido
subcapsular, atravessando o cortex, até chegarem a medula timica como linfécitos T
maduros. No decorrer desta jornada, os timdcitos expressam as moléculas que
compdem o TCR e sdo submetidos a varios processos de verificagdo (checkpoint) e
selecéo, que levam grande parte dessas células a morte por apoptose (morte celular
pré—programada por ativacdo de endonucleases enddgenas, que determinam a
fragmentacdo do DNA).

Durante a ontogenia dos linfécitos T, ocorrem modificacbes sequenciais
intensas das moléculas expressas na superficie celular, como: CD117, CD44, CD25,
CD4 e CD8 (Godfrey et al., 1993). De acordo com estas alteracdes fenotipicas, os
timocitos podem ser classificados em 6 estagios de diferenciacdo. Nos estagios mais
precoces, 0s timdcitos ndo expressam CD4 e CD8, sendo denominados duplo—
negativos (DN): DN1 (CD117°CD44'CD257), DN2 (CD117'CD44*CD25%), DN3
(CD117°CD44°CD25") e DN4 (CD117 CD44 CD25"). No quinto estagio, os timdcitos
sdo CD4" CD8" duplo—positivos (DP) (Ciofani et al., 2006); e no Ultimo estagio,
simples—positivos (SP), expressam apenas uma destas moléculas. Esta
classificacdo pode auxiliar no estudo das populagdes de timécitos em

desenvolvimento.
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1.3 Diversidade e selecao de linfécitos T

Ha aproximadamente 500 milhdes de anos, nos primordios da evolucdo dos
vertebrados mandibulados, o timo surgiu junto com o aparecimento de linfocitos
capazes de expressar uma grande diversidade de receptores para reconhecimento
de antigenos, baseados na recombinacdo de DNA (recombinacdo somética) (Litman
et al., 2005; Cooper e Alder, 2006).

No timo, um extraordinario repertorio de clones de linfocitos T é gerado
através de rearranjos aleatorios dos segmentos génicos V (variable), D (diversity) e J
(joining), dando origem ao polimorfismo das moléculas heterodiméricas de TCRaf3
ou Yo, expressas na superficie de cada célula T. As recombinacdes dos segmentos
génicos sdo mediadas e altamente reguladas pelas proteinas RAG (recombinase—
activating gene) 1 e 2, com objetivo de maximizar a heterogeneidade das moléculas
de TCR (Oettinger et al., 1990). Esta diversidade garante que qualquer antigeno
estranho seja reconhecido por algum linfocito T efetor, assegurando o inicio uma
resposta imune especifica.

O desenvolvimento dos timécitos € altamente regulado para garantir a
geracdo de células T contendo o TCR funcional e incapaz de reconhecer, como
estranhas, proteinas do proprio organismo (autoantigenos). O primeiro processo de
verificagdo, chamado de selegédo [3, acontece com timdécitos corticais DN3 e 4 apos a
expressdo do complexo pré-TCR (cadeia de TCR[ ligada covalentemente a uma
cadeia de pré—-TCRa invariante e CD3) (Levelt et al., 1993a, b). Assim, as células
contendo arranjos produtivos de TCR[( (ou TCRy e 9) se livram da apoptose, seguem
a diferenciacdo para DP CD4'CD8" e proliferam. A selecdo positiva acontece logo
em seguida, ainda no cortex timico, e assegura o desenvolvimento dos timoécitos DP
gue expressam a molécula completa de TCR util, capaz de se ligar adequadamente
as moléculas de classe | ou Il do MHC (major histocompatibility complex), presentes
na membrana de células epiteliais intratimicas. Em paralelo com a selecdo positiva,
acontece o comprometimento alternativo em linhagens SP CD4 (célula T auxiliar) ou
CD8 (célula T citotéxica) (Takahama, 2006; Husebye et al.,, 2008). No ultimo
processo de verificagdo, denominado de sele¢do negativa ou tolerancia central, os
timocitos SP séo avaliados quanto a capacidade de reconhecimento a peptideos do
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proprio organismo apresentados por algumas células epiteliais e células dendriticas
medulares. Assim, 0s timdcitos que reagem com alta afinidade contra autoantigenos,
sofrem apoptose; e aqueles que reagem com afinidade adequada, sobrevivem e
migram para a periferia, através das vénulas cértico-medulares, como linfécitos T
maduros habeis a exercer suas func¢des efetoras (Mathis e Benoist, 2009). Mais de
95% dos timécitos sofrem apoptose antes de chegar a fase madura, devido
principalmente aos arranjos mal sucedidos das cadeias de TCR e aos processos de

selecdo positiva e negativa (Gill et al., 2003; Takahama, 2006; Rezzani et al., 2008).

1.4 Epitélio timico

As células epiteliais do timo (CET) compdem um ambiente especial, capaz de:
recrutar células progenitoras hematopoiéticas da circulagéo, direcionar e controlar o
comprometimento e a diferenciacdo de timocitos, e selecionar o repertorio de TCR.
Baseado na localizacdo anatémica, o epitélio timico € comumente dividido em dois
compartimentos: cortical e medular.

As origens e relagbes das CET durante o desenvolvimento embrionario
permanecem em discussao. Sabe—se que o epitélio timico se desenvolve a partir do
terceiro par de bolsas faringeas, mas ainda ha controvérsias quanto a participacao
do ectoderma do terceiro par de fendas faringeas. A hipotese da origem dupla
sugere que as CET corticais sdo geradas do ectoderma, enquanto as CET
medulares derivam do endoderma (Cordier e Heremans, 1975; Cordier e Haumont,
1980; Manley e Blackburn, 2003). Entretanto, 0 modelo mais aceito indica que as
CET, de ambos os compartimentos, tém um progenitor comum derivado apenas do
endoderma (Manley e Blackburn, 2003; Gordon et al., 2004).

Ao longo da vida, a homeostase do epitélio timico € mantida através da
continua autorrenovacéo de “células—tronco epiteliais” — que ainda estdo por serem
identificadas no pool de células—tronco ou progenitoras intratimicas — e da
diferenciacdo de novas CET. A dinamica interagdo entre progenitores epiteliais e
outros tipos de células intratimicas, como células mesenquimais e progenitores

linfoides, € fundamental para o processo de renovacao epitelial.
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Andlises fenotipicas e ultraestruturais tém mostrado uma diversidade de CET
dentro de cada compartimento timico, com caracteristicas diferentes e funcdes
pouco conhecidas. De acordo com as observacfes da morfologia ultraestrutural, as
CET podem ser divididas em 6 tipos (van de Wijngaert, 1984; Schuurman et al.,
1997):

a) CET tipo | — Subcapsular e perivascular:
Em esséncia, as CET tipo | separam o parénquima timico do tecido conectivo
do 6rgdo. Contornam toda a regido subcapsular e os septos; e cercam a
tunica adventicia dos vasos sanguineos da regido cortico-medulares. As
juncdes oclusivas entre estas células refletem sua fungdo como uma barreira

que isola os timocitos em desenvolvimento dos tecidos conectivos do érgéo.

b) CET tipo Il — Cortex:
Estéo localizadas no cortex timico e apresentam um grande nucleo, que cora
levemente por HE (método de coloracdo Hematoxilina—Eosina) devido a
abundancia de eucromatina. Este aspecto nuclear permite que a célula seja
facilmente identificada ao microscopio 6ptico. A microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) revela desmossomos, que ligam longos processos
citoplasmaticos de células adjacentes. Diferente das CET tipo |, as CET tipo Il

expressam as moléculas de MHC | e MHC II.

c) CET tipo lll — Cortex profundo e cortico-medular:
As CET Il estdo localizadas na fronteira entre o cortex e a medula,
apresentam nucleo eletrodenso e, como as CET tipo Il, expressam moléculas
de MHC de classes | e Il. A MET revelara jungbes oclusivas entre 0s
processos citoplasmaticos de células adjacentes. Como as CET tipo |, as CET
tipo 1l criam uma barreira funcional, mas neste caso entre o coértex e a

medula.
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d) CET tipo IV — Cortex profundo e cortico-medular:
Estdo localizadas préximas as células do tipo Ill. Apresentam juncdes
oclusivas entre os prolongamentos citoplasmaticos de células dos tipos Il e
IV adjacentes. Em cooperagdo com as células do tipo Ill, estas criam uma

barreira na juncdo cértico-medular.

e) CET tipo V — Medula:
Assim como as CET corticais do tipo Il, as CET medulares do tipo V
apresentam desmossomos interligando 0s curtos processos citoplasmaticos
de células adjacentes. Formam a rede epitelial da medula e
compartimentaliza grupos de timocitos. O ndcleo destas células é

densamente corado, como o nlcleo de timdcitos.

f) CET tipo VI — Corpusculos de Hassall:
Os corpusculos de Hassall sdo massas isoladas formadas por CET tipo VI
concentricamente arranjadas. Estas células epiteliais medulares possuem
nacleo achatado e sao interligadas por desmossomos. Estudos de MET
revelaram a presenca de granulos de queratohialina ligados a filamentos
citoplasmaticos intermediarios, e gotas de lipideo. O centro de um corpusculo

timico pode exibir evidéncias de queratinizacéo.

Classicamente, os corpusculos de Hassall sdo descritos como estruturas
Gnicas, com tamanho e namero variavel, antigenicamente distintas e com frequente
presenca de modificagdes degenerativas no interior, como: necrose, detritos
celulares, calcificacao e alteracdes cisticas (Raica et al., 2006).

Uma funcéo recentemente atribuida ao epitélio dos corpusculos de Hassall é
a expressao de moléculas de TSLP (thymic stromal lymphopoietin), que promovem a
ativacdo das células dendriticas medulares capazes de induzir a diferenciacdo de
células T regulatérias (Treg) naturais CD4'CD8'Foxp3* (Watanabe et al., 2005;
Wang e Xing, 2008).
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1.5 Involugéo do timo

Em mamiferos, o tecido funcional do timo diminui com a idade. No homem, a
perda de areas de células epiteliais, denominada atrofia timica, comeca ja na
primeira infancia, com taxas de 3% ao ano até a fase adulta média (35—45 anos), e
segue diminuindo a 1% ao ano até o fim da vida (Steinmann et al., 1985). Em
condicbes fisioldgicas normais, o tamanho do timo permanece inalterado durante
toda a vida (média de 19,5 cm®). Isto se deve & expanséo do espaco perivascular, do
tecido conectivo e dos corpusculos de Hassall, bem como o surgimento de
adipécitos a partir da puberdade (Figura 2) (Steinmann et al., 1985). A perda
constante de epitélio timico resulta na diminuicdo progressiva da timopoiese, com
consequente reducdo da emigracao de linfocitos T naive para a periferia (Steinmann
et al., 1985; Haynes et al., 2000; Hale, 2004; Lynch et al., 2009).

[%]
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Figura 2. Mudancas no volume relativo (%) dos compartimentos timicos em relacéo a idade
do individuo.
FONTE: Steinmann et al. (1985).
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Na maioria das circunstancias, o declinio do timo tem minimas consequéncias
sobre individuos saudaveis, entretanto, com o avanc¢o da idade, a reduzida eficicia
do sistema imune tem ligacdo etiolégica direta com o aumento de doencas como
infeccbes oportunistas, doencas autoimunes e cancer. Além disto, observa—se em
adultos uma grande dificuldade de restaurar a funcéo do sistema imune ap6s danos
provocados por quimioterapia, exposicdo a radiacdo ionizante e infec¢cbes graves
(por exemplo, pelo virus HIV), podendo conduzir o individuo a morbidade e,

frequentemente, a morte.

1.6 Timectomia

A razdo mais comum para a remocao cirargica do timo é a necessidade de
acesso ao coracdo ou grandes vasos do térax de criangcas com cardiopatias
congénitas submetidas a cirurgias para correcdo. Estima—se que uma em cada 100
criancas nasca com algum defeito cardiaco congénito (Hoffman e Kaplan, 2002), e
em mais de 50% dos casos ha necessidade de cirurgia invasiva para correcao do
defeito — em alguns casos, no paciente ainda recém-nascido e, em outros, mais
tarde.

Nos ultimos 30 anos, a cirurgia cardiaca aberta em neonatos tem se tornado
um procedimento cada vez mais seguro e frequentemente executado. N&do ha
relatos clinicos apontando disturbios imunes, tais como imunodeficiéncias, em
decorréncia da timectomia nestes pacientes (Rubinstein et al., 1976; Appay et al.,
2010). Entretanto, pacientes timectomizados antes dos 15 dias de vida, avaliados
com idades entre 18 e 26 anos, apresentam alteracdes imunologicas periféricas
significativas como: menor niimero de células T CD4" e CD8"; reduzida proporgéo
de linfécitos T naive recém saidos do timo, menos TREC (TCR recombination
excision circle); acumulo de populagbes de células T de memodria oligoclonais;
marcadores de inflamacdo aumentados (Sauce et al., 2009). Estes dados indicam
sinais de envelhecimento prematuro do sistema imune relacionados a falta de

producéo de novos linfécitos T pelo timo.
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Aparentemente, o repertorio de linfocitos T produzido antes do nascimento, e
até a data da timectomia, é suficiente para suportar as necessidades do organismo
até a fase adulta jovem. Entretanto, a manutencéo da atividade timica é necessaria
para prevenir o desenvolvimento prematuro de um fenétipo imune de risco, que pode
ter consequéncias graves na fase adulta mais madura (aguardando dados
concretos) (Sauce et al., 2009; Zlamy e Prelog, 2009).

1.7 Sindrome DiGeorge e transplante de timo

O fendtipo da sindrome DiGeorge (SDG) € resultado de uma desordem
congénita provocada por microdelecdo monoalélica de um ou varios genes
adjacentes, localizados no cromossomo humano 22ql11.2. Afeta um a cada 3000-
4000 nascidos vivos, sendo a mais frequente dele¢cdo cromossdmica conhecida
(Botto et al., 2003; Oskarsdottir et al., 2004). As manifestagdes clinicas e a
gravidade da doenca séo variaveis, com caracteristicas cognitivas, comportamentais
e fisicas alteradas. Classicamente, a doenga se caracteriza pela presenca de
dismorfismos faciais, defeitos cardiacos e dos grandes vasos, hipoplasia ou aplasia
do timo e da paratireoide (Ryan et al., 1997). Os 6rgaos afetados se derivam do
terceiro e do quarto par de bolsas faringeas, e as manifestacdes fenotipicas séo o
resultado de defeitos no desenvolvimento embrionario destas estruturas.

De acordo com a condi¢ao clinica, a SDG pode ser classificada em dois tipos:
parcial e completa. A SDG parcial € mais frequente e os pacientes apresentam um
grau variavel de hipoplasia timica e paratireoidea, enquanto os portadores da SDG
completa apresentam aplasia destes tecidos.

A maioria dos pacientes com SDG apresenta imunodeficiéncia de menor grau,
e comumente é diagnosticada com infec¢cdes como sinusite, otite média, bronquite e
pneumonias de repeticdo (Jawad et al., 2001). A ocorréncia de imunodeficiéncia se
deve a hipoplasia timica, observada na maioria dos casos. Entretanto, em alguns
destes pacientes, a imagem timica ndo € vista na radiografia de térax (Ryan et al.,
1997; Sullivan, 2004). Este fato tem levantado a hipétese de que haja resquicios de
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tecido timico ou timos ectopicos, funcionais, na regido do pesco¢o dos pacientes
acometidos, que geralmente apresentam linfécitos T maduros na periferia.

Criancas acometidas com a forma mais rara e severa da doenca, a SDG
completa, apresentam total auséncia de tecido timico, resultando em
imunodeficiéncia grave, causada pela falta de linfécitos T. Estes pacientes
tipicamente morrem de infecgéo antes de completar dois anos de vida, a menos que
haja reconstrucao imune através de um transplante, bem sucedido, de tecido timico
halogénico. Neste caso, o timo a ser transplantado € proveniente de lactentes, de
até nove meses de idade, submetidos a cirurgias cardiacas. Fatias de timo sé&o
inseridas no musculo quadriceps do paciente com SDG, em cirurgia aberta (Hudson
et al., 2007). Os capilares do musculo invadem o tecido enxertado e apds dois
meses ja se observa timopoiese a partir de células—tronco migrantes da medula
O0ssea do paciente receptor, no estroma timico do doador. A partir do terceiro més,
linfécitos T sé@o encontrados na circulacdo sanguinea (Markert et al., 1997; Hudson
et al., 2007; Markert et al., 2010).

A complexa maquinaria do timo, com todas as implicagbes para o
funcionamento apropriado do sistema imune, bem como as suas falhas — que podem
levar a imunodeficiéncias e patologias autoimunes —, contribui para que este seja um
campo de pesquisa fascinante. Assim, uma compreensao adicional dos mecanismos
moleculares e celulares que regulam o desenvolvimento dos timdcitos € sempre
bem-vinda.

Neste trabalho, foram estudados os padrbes de expressdao de moléculas
fundamentais para o sucesso da diferenciacéo e da selecéo de linfoécitos T no timo
humano, como as proteinas que compdem a via de sinalizacdo celular Notch e AIRE
(autoimmune regulator), respectivamente. O Capitulo 2 se refere a analise da
expressdo de AIRE em timos de criancas com cardiopatias congénitas, e que
tiveram o timo removido (timectomia) durante cirurgia cardiaca. No Capitulo 3
apresentamos a avaliacdo da expressédo da proteina AIRE em timos provenientes de
criangas com sindrome de Down, mostrando uma diminuida propor¢cdo de células

AIRE" neste grupo de pacientes, que frequentemente apresenta autoimunidade. No
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Capitulo 4 estd descrita a distribuicdo de ligantes e receptores Notch no timo

humano.
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CAPITULO 2

2 ESTUDO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS AIRE E FOXP3 NO TIMO
HUMANO

2.1 Introdugéo

A tolerancia imunolégica tem sido um dos enigmas que mais fascina o0s
imunologistas ha muitas décadas. O sistema imune consegue distinguir elementos
constituintes do préprio corpo e invasores estranhos; tolerar o proprio e combater
invasores. Classicamente, os mecanismos de tolerancia tém sido agrupados em
duas categorias: central e periférica.

A tolerancia central regula os linfécitos em desenvolvimento nos 06rgaos
linfoides primarios, e os principais mecanismos de regulacdo celular sdo a delecéo
clonal e o desvio clonal de células autorreativas. No timo, a expressado de AIRE
(autoimmune regulator) constitui um elemento essencial para o processo de selecao
negativa dos linfécitos T e, consequentemente, para manter o equilibrio do sistema
imune (Mathis e Benoist, 2009).

O gene AIRE esta localizado no cromossomo 21g22.3, € composto por 14
exons e codifica uma proteina de 545 aminoacidos, com massa molecular de 58
kDa. Este gene foi identificado, ha pouco mais de 10 anos, em estudos realizados
com pacientes portadores de uma doenca autoimune rara, a APECED (Autoimmune
Polyendocrinopathy, Candidiasis, Ectodermal Dystrophy) (Finnish—-German APECED
Consortium, 1997; Nagamine et al., 1997), provocada por mutacdes na sequéncia
genética de AIRE. Mais de 60 distintas mutacfes ja foram identificadas no gene
AIRE de diferentes pacientes com APECED (Mathis e Benoist, 2009). As
manifestacbes clinicas da APECED séo amplas e variaveis, com a presenca de
candidiase mucocutanea cronica (em 100% dos casos), associada a multiplas
endocrinopatias autoimunes, como: hipoparatireoidismo (79-93%), hipoadrenalismo
(70-73%), faléncia ovariana ou testicular (43-50%), hipotireoidismo (10%), diabetes
mellitus insulino—dependente (2—12%) e hipofisite (7%) (Ahonen et al., 1990; Betterle
et al., 1998; Perheentupa, 2006; Husebye et al., 2009). Outros tecidos do corpo
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podem ser acometidos causando: hepatite autoimune cronica (12—20%), gastrite
autoimune, alopecia, vitiligo e anemia perniciosa (Husebye et al., 2009). Até o
momento, as diferentes mutacdes de AIRE ndo foram associadas, de forma
convincente, com manifestacdes especificas da doenca.

A proteina AIRE possui caracteristicas estruturais que a configuram como um
regulador transcricional e proteina associada a cromatina (Figura 3), como a
presenca de dois dominios PHD (plant homeodomain domain) — que funcionam
como fator de transcricdo — e um dominio SAND (Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-
1), que em outras proteinas confere atividades ligadas ao DNA (Aasland et al., 1995;
Bottomley et al., 2001). Além disto, AIRE contem um dominio CARD (caspase—
recruitment domain), necessério para a atividade de transativacado da expressao de
genes alvo (Ferguson et al., 2008) e para o recrutamento e ativacdo de caspase
durante o processo de apoptose celular (Mathis e Benoist, 2009). AIRE também
apresenta atividade de E3 ligase, indicando que a ubiquitinagdo de proteinas é uma

das funcdes desta molécula na regulacéo transcricional (Uchida et al., 2004).

— B .
AIRE SAND == PHD] = PRR i PHDZ === ===
\ . Rt i

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura da proteina AIRE humana. A molécula
de AIRE é composta por varios dominios: CARD (caspase recruitment domain),
aminoacidos 8-96; NLS (nuclear localization signal), aminoacidos 113-133;
dominio SAND (Sp100, AIRE, NucP41/75, DEAF-1), aminoacidos 181-280; PHD
(plant homeodomain type zinc—finger), aminoacidos 299-340 e 434-475; PRR
(proline—rich region), aminoacidos 350-407.

FONTE: Mathis e Benoist (2009).

ApoOs a descoberta de AIRE, surgiram varias hipéteses sobre a maneira como
esta molécula poderia atuar no controle da autoimunidade: promovendo a
organizacdo do estroma timico (Zuklys et al., 2000); regulando a resposta de

linfécitos B e T periféricos a estimulos antigénicos (Finnish—-German APECED
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Consortium, 1997); provocando a apoptose de células estromais e, desta forma,
promovendo a apresentacdo cruzada de antigenos proprios (Peterson et al., 1998);
controlando a tolerizacdo de timécitos (Nagamine et al., 1997); e promovendo a
diferenciacdo de células Treg CD4'CD25'Foxp3" (Peterson et al., 1998) a partir de
timécitos autorreativos.

O papel de AIRE como fator transcricional, capaz de ativar a expressao de
numerosos genes (200-1200) (Anderson et al., 2002; Gotter et al., 2004), esta bem
estabelecido, entretanto, os mecanismos envolvidos nesta funcdo continuam pouco
conhecidos (Mathis e Benoist, 2009).

No timo, a proteina AIRE é expressa por algumas CET tipo V, localizadas na
regido medular, e funciona como o fator transcricional responsavel por regular, de
maneira dose—dependente, a expressdo ectopica de uma série de proteinas —
restritas a determinados tecidos periféricos — no ambiente timico (Liston et al., 2004;
Rizzi et al., 2006; Mathis e Benoist, 2009), como: insulina (pancreas) e tireoglobulina
(tireoide), entre outras. As CET AIRE" expressam moléculas de MHC e funcionam
como células apresentadoras de antigenos, expondo os peptideos do proprio
organismo (ou autoantigenos) ao TCR dos timdcitos em fase final do
desenvolvimento. Assim, os timécitos, cujo TCR interage com autoantigenos de
maneira moderada, se tornam maduros e seguem para a periferia. Por outro lado, os
timocitos que reagem de forma inadequada podem sofrer apoptose ou desvio clonal.

O desvio clonal de timécitos autorreativos leva a diferenciacéo de células Treg
naturais CD4'CD25'Foxp3® (Jordan et al., 2001; Apostolou et al., 2002;
Aschenbrenner et al.,, 2007), e tem a participacdo ativa e fundamental de células
dendriticas da medula timica. Estas células ndo expressam AIRE, mas sdo capazes
de sequestrar e apresentar autoantigenos produzidos pelas células epiteliais AIRE"
adjacentes (Methis e Benoist, 2007). O reconhecimento do timécito a um
autoantigeno, apresentado por uma célula dendritica, parece ser crucial para este
processo, entretanto, até o momento, a participacdo de AIRE na inducéo de células
Treg naturais permanece incerta. Estudos realizados em camundongos mostraram
que a auséncia de AIRE ndo altera o niimero total de células Treg CD25"Foxp3* na
periferia (Liston et al., 2003; Anderson et al., 2005). Por outro lado, Kekalainen et al.
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(2007) encontraram proporcBes mais baixas de células Treg circulantes em
pacientes com APECED.

As células Treg naturais sdo originadas no timo e desempenham um papel
crucial na prevencdo de autoimunidade, suprimindo ativamente células T
autorreativas na periferia, bem como respostas imunes inapropriadas ou excessivas.
A sindrome IPEX (Immunedysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-—
linked) é uma desordem rara causada por mutacées no gene FOXP3, resultando na
falha do desenvolvimento de células Treg naturais (Powell et al., 1982). Pacientes
com IPEX s&do acometidos por uma autoimunidade grave, caracterizada por
manifestacbes de enteropatia autoimune, dermatite, diabetes tipo I, tireoidite (van
der Vliet e Nieuwenhuis, 2007), e, frequentemente, morrem antes do segundo ano

de vida.

2.1.1 Objetivos

Os principais objetivos deste estudo foram:
+ analisar, através de ensaios de imunohistoquimica, a expressao da proteina
AIRE em timos humanos;

+ analisar a expressao da proteina Foxp3 em timos humanos.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Coleta e armazenamento dos timos humanos

Os timos utilizados neste estudo sdo provenientes de criangcas com
cardiopatias congénitas, submetidas a cirurgias corretivas no Hospital do Coracéo —
Associagdo do Sanatorio Sirio, Sdo Paulo. A timectomia, total ou parcial, é realizada
rotineiramente com intuito de expor o tecido cardiaco a ser tratado cirurgicamente,

devido a grande massa timica encontrada sobre o coracdo e grandes vasos da base
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de criangas. Nenhum tecido foi removido com o intento apenas de realizar pesquisa
cientifica. Todos os espécimes coletados tiveram o consentimento prévio dos pais
ou responsaveis pelos menores (modelo do termo de consentimento no ANEXO A),
bem como a aprovacdo das Comissbes de Etica do Hospital do Coracdo e do
Instituto de Ciéncias Biomédicas — Universidade de S&o Paulo, ambos devidamente
documentados. Logo ap6s a remoc¢éao do timo, fragmentos do tecido (5 a 10 mm de
diametro) foram coletados em 10 mL de formalina 10% tamponada (pH 7,4), por um
periodo minimo de 24 horas. Os tecidos fixados foram enviados ao Laboratério de
Moléstias Transmissiveis do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), para o procedimento de inclusdo em

parafina.

2.2.2 Cortes histologicos, desparafinizacéo e hidratacdo dos tecidos

Os fragmentos timicos preservados em parafina foram submetidos a seccdes
ultrafinas, realizadas em microtomo ajustado para fazer cortes com 3 pm de
espessura. Os tecidos cortados foram coletados em laminas eletricamente
carregadas e incubados em estufa com temperatura entre 60 e 70 C, por um tempo
minimo de 1 hora. ApoOs a adeséo dos tecidos as laminas, estes recebem tratamento
para desparafinizacdo e hidratacdo, que consistem em: imergir as laminas contendo
os tecidos em xilol, 2 vezes (dois diferentes recipientes contendo xilol) de 10 minutos
em cada recipiente, para a remoc¢ao da parafina; e para a hidratacdo, mergulhar as
laminas varias vezes, por 30 segundos, em cada recipiente de uma sequéncia de
solucbes de alcool etilico em diferentes concentracdes (alcool absoluto 2 vezes,

alcool 95% 2 vezes, alcool 70%) e agua destilada.

2.2.3 Coloragéo de cortes timicos pelo método de HE

Para avaliar a integridade das caracteristicas histologicas e funcionais de
cada compartimento timico — como a presenca de corpusculos de Hassall,
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timopoiese e distribuicdo normal dos timécitos — cortes histologicos de cada timo
foram colorados pelo método de Hematoxilina—Eosina. A hematoxilina (corante
basico) reage com estruturas anidnicas das ceélulas, como heterocromatina,
nucléolo, RNA ribossémico; a eosina (corante acido) reage com componentes
celulares catibnicos, como citoplasma, filamentos citoplasmaticos e fibras
extracelulares.

O procedimento para coloracdo por HE foram realizado em uma sequéncia
ininterrupta de incubacdes. Assim, resumidamente, as laminas contendo cortes ja
desparafinizados e hidratados foram: imersas por 8 segundos em solucdo de
hematoxilina, previamente filtrada; lavadas em agua corrente até tirar o excesso do
corante; mergulhadas rapidamente 2—-3 vezes no diferenciador (alcool 70% + 1% de
HCI); lavadas em agua morna por 5 minutos para revelar os nucleos; mergulhadas
2-3 vezes em eosina 1%, preparada imediatamente antes do uso; imediatamente
lavadas em agua destilada; mergulhadas 3-5 vezes na sequéncia de alcool (alcool
70%, alcool 95%, alcool absoluto) e xilol.

As laminas foram montadas com uma gota de resina Permount (Fisher
Scientific) e uma laminula sobre o tecido corado. Apds secar em temperatura
ambiente os tecidos foram observados ao microscépio de luz branca em varios
aumentos. A hematoxilina cora as estruturas em azul e a eosina em vermelho ou

rosa.

2.2.4 Imunohistoquimica

Imunohistoquimica € uma técnica utilizada para a localizacdo de proteinas, ou
antigenos, em cortes histologicos de tecidos, através do uso de anticorpos
especificos (reacdo antigeno—anticorpo). A proteina alvo pode ser visualizada apos
a reacdo com marcadores fluorescentes ou cromogénicos, ao microscopio de luz
ultravioleta ou luz branca, respectivamente. Ambos os métodos foram aplicados

neste estudo.
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2.2.4.1 Marcacdes simples

ApOs a desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes histologicos foram

submetidos aos seguintes passos:

a) Tratamento para recuperacgao antigénica:

A fixacdo do tecido em formalina promove ligacbes entre grupos
aminos e a formacdo de pontes de metileno entre os aminoacidos de uma
proteina, ou de proteinas adjacentes. Estas multiplas liga¢cdes podem impedir
0 acesso de anticorpos aos epitopos alvo. O desmascaramento dos
antigenos, ou recuperacao antigénica, pode ser realizado com o uso de calor.

Para a recuperacdo antigénica, os tecidos foram imersos em solucéo
de Tris—EDTA (Tris 0,01M, EDTA 0,001M, pH 8,0) e submetidos a fervura por
20 minutos em micro—ondas ajustado para 800 Watts de poténcia. Apdés o
procedimento, os tecidos foram resfriados e lavados em agua corrente por 10

minutos.

b) Bloqueio da peroxidase enddgena:

Alguns tecidos, como as hemacias, produzem peroxidase enddgena,
gue pode ser detectada, através do metodo de imunoperoxidase, provocando
uma falsa reacédo antigeno—anticorpo.

Para bloguear a peroxidase endbégena, os tecidos foram incubados em
peréxido de hidrogénio (H,O;) a 3%, por 15 minutos, em temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Apds as incubacdes, os tecidos foram lavados
com agua corrente e, em seguida, com PBS (tamp&o salina—fosfato 0,01M

pH7,4), por 5 minutos, em temperatura ambiente.

C) Bloqueio de sitios de ligacdes inespecificas:

A principal causa de reacédo inespecifica € a ligacdo, ndo imunoldgica,
do anticorpo especifico por forcas eletrostaticas e hidrofébicas em
determinados sitios do corte de tecido.

Para bloquear sitios e evitar ligacdes inespecificas do anticorpo, os
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tecidos foram incubados com a solucdo de bloqueio (PBS-BSA), ou seja,
PBS contendo 5% de albumina bovina (BSA), por 15 minutos, em temperatura

ambiente.

d) Incubacdo com o anticorpo primario:

Apés remocao da solucdo de bloqueio, cada amostra foi incubada com
50l da solugédo contendo o anticorpo primario diluido em PBS, por 16-18
horas, a 4 C, em camara umida. As concentracdes dos anticorpos foram
previamente padronizadas com base inicial nas recomendacdes dos

fabricantes dos anticorpos.

Deteccdo através do método enzimatico de imunoperoxidase

a) Reag&o com o sistema de detecgao:

Apébs incubacdo com o anticorpo primario, os tecidos foram lavados 3
vezes com PBS, por 5 minutos para cada lavagem, em temperatura ambiente.
Para a deteccdo do anticorpo primario ligado ao antigeno no tecido, as
amostras foram incubadas com os reagentes do kit “LSAB—HRP Universal’
(DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), sendo: 30 minutos em estufa a 37
T com 50 pl do anticorpo secundario biotinilado; 3 vezes de 5 minutos com
PBS para lavar, em temperatura ambiente; e mais 30 minutos a 37 € com o
complexo de estreptavidina conjugada com peroxidase, formando o complexo
biotina—estreptavidina—peroxidase. Em seguida, os cortes foram lavados
novamente 3 vezes com PBS, por 5 minutos, em temperatura ambiente.

Todas as incubacdes foram feitas em camara Umida.

b) Revelacao:

Os tecidos lavados foram incubados em tampéao de revelag&o contendo
20 pl do cromogeno DAB (3,3 diaminobenzidine) liquido para 1 mL de
solucéo de substrato (kit Dako), segundo recomendacao do fabricante. As

marcacOes foram reveladas apds cerca de 1 minuto de reacdo enzimatica.
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Para cessar a reacdo, os tecidos foram lavados em agua corrente por 10

minutos.

C) Montagem e observacéo das laminas:

Apbs as revelacgdes, os tecidos foram contracorados com hematoxilina
de Mayer’'s (Dako) (nucleos corados em azul), lavados em agua corrente por
10 minutos, desidratados, secos e, por ultimo, montados com resina
Permount (Fisher Scientific) e laminula. As marcacdes, visualizadas na cor
castanha, foram observadas ao microscopio Optico em varios aumentos e

registradas fotograficamente.

Deteccdo através de imunofluorescéncia

a) Incubagcdo com o anticorpo secundario fluorescente:

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os tecidos previamente
incubados com o anticorpo primario foram lavados 3 vezes com PBS, sendo 5
minutos para cada lavagem, e em seguida incubados com 50ul da solucéo
contendo o anticorpo secundario conjugado FITC (Fluorescein isothiocyanate)
diluido em PBS, por 45 minutos, ao abrigo da luz, em camara Umida e
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados novamente com PBS, 3
vezes de 5 minutos, ao abrigo da luz. Os anticorpos secundarios utilizados
neste estudo foram: asno anti—coelho e cabra anti—rato, 2,0 ug/mL; asno anti—

cabra, 4,0 pg/mL (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA).

b) Montagem e observacéo das laminas:

Os tecidos receberam uma gota da solugéo contendo 1 mL de meio de
montagem Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) para 1 ul
de DAPI (4',6 diamidino—2—phenylindole), e laminula. As marcac¢des foram
analisadas e registradas fotograficamente ao microscopio de fluorescéncia

(Leica DM5000 B), em diferentes filtros e aumentos (desde 50 até 650 vezes).

44



CAPITULO 2

A FITC emite fluorescéncia verde clara (excitacdo com 430-510 nm), e o
DAPI marca o nucleo celular em azul (excitagdo com 320-400 nm).

2.2.4.2 Marcacoes duplas

A técnica de marcacdo dupla foi utilizada para revelar dois antigenos
diferentes em um mesmo corte de tecido.

Assim, resumidamente, ap0s a revelacdo das marcacfes simples com o
cromodgeno DAB, os tecidos foram lavados com PBS e incubados com um segundo
anticorpo primario. O anticorpo ligado ao antigeno alvo foi detectado pela técnica de
imunofosfatase, através do kit “LSAB-AP Universal” (Dako), contendo um anticorpo
secundério ligado a biotina, e um complexo de estreptavidina conjugada com
fosfatase alcalina. As incubagbes foram feitas nas mesmas condi¢cdes usadas para
0s ensaios de marcacéao simples. As revelacGes foram realizadas adicionando—se o
cromoégeno do kit “Liquid Permanent Red” (Dako) por cerca de 1-3 minutos. Para
interromper a reacgédo, os tecidos foram lavados em agua corrente por 10 minutos. Os
tecidos foram contracorados e as laminas montadas. As marcacdes desta reacéo
sao vistas ao microscépio na cor rosa/vermelha.

Em todos os ensaios de imunohistoquimica foram realizados os controles
positivo e negativo das rea¢cdes. O controle positivo € importante para observar a
reprodutibilidade das rea¢fes — como a presenca de marcacdo ou o numero de
células positivas —, e se baseia no uso de cortes histolégicos, de tecidos timicos com
resultados previamente conhecidos, em ensaios subsequentes com cada anticorpo
primario. O controle negativo é necessario para confirmar que a reacao observada
nao é inespecifica, e consiste em completar todos os passos do protocolo de

imunohistoquimica, exceto a etapa de incuba¢cdo com o anticorpo primario.
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2.2.5 Contagem celular e analises estatisticas

As contagens de células AIRE® e Foxp3® foram feitas ao microscopio, em
aumento de 400 vezes, com o auxilio de um graticulo com dimensdes conhecidas
(0,0625mm?), permitindo o célculo das células de interesse por mm? de medula
timica. Os padrdes de contagem foram definidos em 9 campos por corte, sendo
somente nas regides de medula. As contagens seguem movimentos padronizados
para todas as amostras, ou seja, a parte superior esquerda de uma regido medular €
focalizada e a contagem é feita em 3 campo da esquerda para a direita — se a regiao
medular acabar antes de se completar a contagem dos 3 campos, foram feitos
movimentos para a contagem do campo abaixo. Este procedimento é repetido em 5
regides medulares diferentes de cada tecido, até ter contado 9 campos medulares.

As andlises estatistica foram feitas através do teste t ndo pareado (Mann—
Whitney U test) e correlacdo de Pearson (r), com o auxilio do programa de
computador “GraphPad Prism 5.0” (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2.2.6 Espécimes de timo e anticorpos utilizados

Na tabela 1 estdo apresentados os anticorpos primarios utilizados para a
marcacado de AIRE e Foxp3 no timo humano. Para este estudo, foram utilizados 46
espécimes de timo provenientes de criangcas submetidos a cirurgia cardiaca. Dados
gerais sobre os pacientes doadores dos timos, como idade, sexo e tipo de

cardiopatia, estdo descritos na tabela 2.

Tabela 1 — Apresentacdo dos anticorpos primarios utilizados para o estudo de AIRE e Foxp3
no timo humano.

ANTICORPO PRIMARIO HOSPEDEIRO CONCENTRACAO FABRICANTE CELULAS ALVO

AIRE-1 (H-300) coelho (IgG) 1,0pg/mL Santa Cruz Biotech Em estudo
Foxp3 (14-4776-82) rato (1gG) 1,0pg/mL EBioscience Treg
Pan—cytokeratin (34BE12) camundongo (IgG) 1,0pg/mL Dako Epiteliais
S-100 coelho (IgG) 2,0pg/mL Dako Dendriticas
CD68 camundongo (IgG) 4,0pg/mL Dako Macrofagos
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2.3 Resultados

2.3.1 Coloragéo dos timos pelo método de HE

Todos os timos foram corados pelo método de HE e observados ao
microscopio em diferentes aumentos. Como exemplificado na figura 1, os timos
estudados apresentaram as caracteristicas morfolégicas microscopicas tipicas. Os
tecidos continham as regides cortical e medular bem definidas, claramente
identificaveis pela marcante diferenca de densidade celular e pela presenca dos
corpusculos de Hassall exclusivamente na regido medular. Foram observados
septos, capsula e espaco perivascular. Em maiores aumentos, o endotélio das
vénulas pos—capilares, através das quais as ceélulas progenitoras hematopoiéticas

chegam ao timo, puderam ser claramente visualizadas na regiao cértico—-medular.

2.3.2 Imunohistoquimica para identificacdo e andlise da distribuicdo de células

intratimicas

Foram realizados ensaios de imunohistoquimica com a finalidade de avaliar o
padrao de distribuicdo de alguns tipos celulares intratimicos, como células epiteliais,
dendriticas, macrofagos e timdcitos CD3", em sete timos de pacientes com idades
diferentes, selecionados aleatoriamente. Como exemplificado na figura 4, os
resultados mostraram as células epiteliais citoqueratina® cercando a regi&o
subcapsular e subseptal, compondo os corpusculos de Hassall e distribuidas nas
regides medular e cortical (Figuras 4A e B). As células dendriticas S100"
apareceram marcadas, predominantemente, na regido medular (Figura 4C),
algumas no cortex (Figura 4D) e outras inseridas entre as células epiteliais dos
corpUsculos de Hassall. Numerosos macréfagos CD68" foram encontrados no cortex
timico, na regido cortico-medular e menos numerosas na medula (Figuras 4E e F),
e alguns na regido medular e septos. Timécitos CD3* foram observados em
abundancia em todas as regides intratimicas (Figuras 4G e H).
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Figura 4. Imunomarcacdo de diferentes tipos celulares intratimicos. Pode—se observar
marcacao de: citoqueratina nas células epiteliais da medula (A) e do cortex (B);
S100 nas células dendriticas medulares (C) e corticais (D); CD68 em
macréfagos da medula (E) e do coértex (F); e CD3 em timdcitos localizados na
medula (G) e no cortex (H) timico. Corpusculo de Hassall (CH). Timo do paciente
3587983. Contracoloracdo por hematoxilina (ndcleos azuis). Aumentos de 200x.
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2.3.3 Imunohistoquimica para deteccao de AIRE e Foxp3 no timo humano

Ensaios de imunohistoquimica de fluorescéncia foram realizados com o intuito
de analisar o padrdo de expressdo de AIRE no timo humano. Ao microscopio
pudemos observar algumas células, localizadas na regiao medular, apresentando o
nacleo fortemente marcado com anti—AIRE (Figura 5) e presenca dos tipicos dots

nucleares (detalhe da Figura 5).

Figura 5. Imunofluorescéncia de AIRE na regido medular do timo. Pode—se observar o
padrdo normal de expressdo de AIRE, caracterizado pela presenca de algumas
CET com ndcleos intensamente marcados (verde). Em azul, nicleos marcados
com DAPI. Corpusculo de Hassall (HC). Timo da paciente 3032434. Aumentos de
200x e 400x no detalhe.
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Para identificar o tipo celular capaz de expressar AIRE na medula timica,
ensaios de imunohistoquimica para dupla marcagdo cromogénica foram realizados
utiizando—se o0s pares de anticorpos primarios: anticFAIRE com anti-pan—
citoqueratina; e antiFAIRE com anti-S100. Os resultados revelaram que apenas
algumas células epiteliais da medula timica sdo AIRE’, enquanto nenhuma CET
cortical foi encontrada expressando AIRE (Figura 6A e B). Células dendriticas
S100" nfo apresentaram marcacgéo por anti-AIRE (dado ndo mostrado).

Figura 6. Ensaio de dupla marcacdo com os anticorpos primarios anti-AIRE e anti—pan—
citoqueratina. Em A. podemos observar uma CET da regido medular
expressando AIRE (ndcleo rosa) e citoqueratina (castanho); e em B. vemos uma
CET cortical positiva apenas para citoqueratina (castanho). Timo do paciente
2995727. Contracoloracdo por hematoxilina. Aumento 1000x.
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A maioria das células epiteliais que compde os corpusculos de Hassall
apresenta leve marcacao de AIRE no citoplasma, como exemplificado na figura 7 .
Frequentemente, algumas tipicas CET expressando AIRE nuclear sdo encontradas
integradas aos corpusculos de Hassall (Figura 7).

Figura 7. Imunohistoquimica para deteccao de AIRE no timo humano. Podemos observar
corpusculos de Hassall (HC) discretamente marcado com anti-AIRE, bem como,
algumas CET AIRE" fortemente marcadas na regido medular, préximas e
integradas (setas) aos corpusculos de Hassall. Timo da paciente 2995727.
Contracoloracao por hematoxilina. Aumentos de 400x.
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Na regido medular, em volta dos corpusculos de Hassall, também estédo
distribuidos numerosos timocitos expressando Foxp3, ou seja, as ceélulas Treg

naturais recém diferenciadas no timo humano (Figura 8).

Figura 8. Imunohistoquimica para detecgédo de Foxp3 em timo humano. Podemos observar
células Treg naturais com o nucleo fortemente marcado com anti-Foxp3.
Corpusculos de Hassall (CH). Timo da paciente 3032434. Contracoloragdo por

hematoxilina. Aumentos de 200x e 400x no detalhe.
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2.3.4 Contagens de células AIRE* e Foxp3" por mm? de medula timica e anélises

estatisticas dos dados

Com a finalidade de estudar o nimero de células epiteliais AIRE" e timdcitos
Foxp3* por mm? de medula timica, cortes histolégicos de 46 timos humanos foram
marcados com os anticorpos anti—AIRE e anti—-Foxp3, respectivamente, e tiveram as
células positivas contadas ao microscépio, com o auxilio de um graticulo. Na tabela
2 estdo apresentados os resultados do total de células expressando AIRE e Foxp3
por mm?, baseados na média das contagens de 9 campos medulares (Tabelas dos
ANEXOS B.1 e B.2) de cada timo estudado.

Tabela 2 — Dados dos pacientes doadores dos timos e resultados das contagens de células

AIRE" e Foxp3* na medula timica. (continua )
REGISTRO IDADE (DIAS) SEXO CARDIOPATIA AIRE “/mm? FOXP3"/mm?
3575012 1 - SCEH 74,67 643,56
4199189 4 M CVAD 119,11 826,67
3932834 5 - CVAD 176,00 773,33
3233154 6 M Clv 129,78 807,11
3252060 7 M CIA 195,56 593,78
3888010 13 F MFCGA/CIA 144,00 807,11
3178781 16 F MFCGA 110,22 773,33
3331792 18 F SCEH 167,11 464,00
3790169 50 M SCEH 48,00 232,89
4427181 78 M - 179,56 1027,56
3182274 90 M TF/CAV/VDDS 229,33 728,89
3587983 103 M VDDS 243,56 423,11
4446518 118 M - 241,78 922,67
4664965 122 F - 218,67 720,00
4565118 127 M - 122,67 1399,11
4263685 132 M TF 110,22 1006,22
3225755 147 F CAV 172,44 924,44
3012050 151 F CIA 165,33 1072,00
2843757 192 M AVP 236,44 407,11
3013014 207 M Clv 104,89 570,67
2794640 221 F AVP 55,11 675,56
3162877 225 M Clv 115,56 716,44
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Tabela 2 — Dados dos pacientes doadores dos timos e resultados das contagens de células

AIRE" e Foxp3* na medula timica.

(concluséo )

REGISTRO IDADE (DIAS) SEXO CARDIOPATIA AIRE*/mm? FOXP3'/mm?
3233855 235 F MFVC 295,11 1111,11
2995727 240 F CIv 236,44 519,11
3794083 240 F CIv 216,89 768,00
4592913 244 F : 209,78 753,78
4200764 268 F CIv 119,11 620,44
4059395 323 F CAV 103,11 686,22
3032434 327 F CIv 256,00 632,89
3971031 330 M VEDS 74,67 775,11
3776549 392 F CIA 92,44 293,33
3223990 425 M AVP 112,00 661,33
3790452 458 F CIA 133,33 1173,33
4200748 725 M ECVA 186,67 666,67
3027643 1571 M D/L/ICT 172,44 563,56
3393534 1800 F CAV 181,33 316,44
3975940 1657 F TF 120,89 730,67
3009793 1713 F TF 149,33 755,56
3082849 1855 M CIA 199,11 728,89
3213056 1961 M CIv 140,44 718,22
2821826 2088 F CIA 129,78 506,67
3177858 2285 F AA 126,22 707,56
2851008 2753 F CIA 163,56 602,67
3175472 2911 M CIA 124,44 663,11
4510135 3589 M - 309,33 1008,00

752240 4045 M AVP 104,89 599,11

AA — Aneurisma de aorta

AVP — Atresia de valva pulmonar
CAV - Comunicagao atrioventricular
CIA — Comunicagao interatrial

CIV — Comunicag&o interventricular

CT — Cor triatriatrum

CVAD — Comunicagao ventriculo—atrio discordante

D — Dextrocardia

ECVA - Estenose congénita de valva aortica

L — Levocardia

MFCGA — Ma formagGes congénitas das grandes artérias

MFVC — M4 formacéo dos vasos coronarios
SCEH - Sindrome do coracgéo esquerdo hipoplasico
TF — Tetralogia de Fallot/Comunicag&o aortopulmonar
VDDS — Ventriculo direito com dupla via de saida

Os dados obtidos a partir das contagens de células AIRE" e Foxp3® foram

submetidos a analises estatisticas para verificar a média e a dispersao do grupo.
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A figura 9 apresenta a média e a dispersdo, do numero de células
expressando AIRE (Figura 9A) e Foxp3 (Figura 9B ), do grupo de 46 timos. O

coeficiente de variagcdo de AIRE e Foxp3 é de aproximadamente 38% e 32%,

respectivamente.
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Figura 9. Média e desvio padrdo do n° de células expressando (A) AIRE (159,1+60,96;
CVv=38%) e (B) Foxp3 (719,1+229,60; CV=32%) em 46 timos humanos.
Coeficiente de variacao (CV).

Andlise estatistica das diferencas de expressdo das proteinas AIRE e Foxp3 entre

faixas etarias e sexos diferentes

Para investigar possiveis relacdes entre a expressao de AIRE, bom como de
Foxp3, e a idade ou sexo dos pacientes, os dados foram separados por faixa etaria
(inferior e superior a 1 ano de vida) e sexo, e analisados estatisticamente pelo teste
Mann-Whitney. Os resultados mostraram que n&o ha diferengas significantes quanto
a expressao de AIRE e de Foxp3 entre lactentes menores de 1 ano e criangcas com
idade superior a 1 ano de vida (Figura 10), bem como entre os sexos feminino e

masculino (Figura 11).
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Figura 10. Andlises através do teste estatistico de Mann—-Whitney mostrando ndo haver
diferencas significantes (p=ns) entre (A) a expressao de AIRE e (B) de Foxp3 e
a faixa etaria dos pacientes menores (n=30) e maiores (n=16) de um ano de

vida.
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Figura 11. Teste de Mann-Whitney mostrando ndo haver diferencas significantes entre (A)
a expressao de AIRE ou (B) de Foxp3 e o sexo dos pacientes (feminino n=24 e
masculino n=22).
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Analises de correlacdo entre a expressdo das proteinas AIRE e Foxp3 e a idade dos
pacientes

O teste de correlacéo de Pearson foi utilizado para analisar possiveis relacdes
entre expressdo de AIRE e de Foxp3 e a idade dos pacientes estudados. Os
resultados, apresentados na figura 12 , mostram que ndo h& correlagéo significante

entre a idade do paciente e o numero de células AIRE (Figura 12A) e Foxp3 (Figura
12B) positivas.
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Figura 12. Correlacdo de Pearson mostrando ndo haver correlacdo significante entre a

idade dos pacientes e a expressao de (A) AIRE (r=0.04, p=ns) e de (B) Foxp3
(r=0.10; p=ns).

Analise de correlacdo entre a expressdo AIRE e de Foxp3 no timo humano

Para avaliar se ha correlagéo entre o nimero de células AIRE" e a expressdo
de Foxp3, os dados foram analisados através do teste de correlacdo de Pearson. Os
resultados mostraram n&o haver correlagao significante entre a expressao destas
proteinas (Figura 13).
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Figura 13. Andlise estatistica mostrando ndo haver correlagdo significante (r=0.15;p=ns)
entre o n°de células epiteliais AIRE * e 0 n°de timécitos Foxp3 *.

2.4 Discussao

Os timos selecionados para este estudo apresentaram caracteristicas
morfolégicas consideradas normais (von Gaudecker, 1991; Shuurman et al., 1997;
Hale, 2004), com nitida delimitacdo entre as regides cortical e medula, presenca de
capsula, septos, vasos, além da presenca medular de estruturas tipicas do timo, os
corpusculos de Hassall (Figura 1). Além disto, todos os timos apresentaram a
distribuicdo celular intratimica bem caracteristica, (von Gaudecker, 1991; Shuurman
et al., 1997; Hale, 2004; Raica et al., 2006), com presenca de células epiteliais,
predominantemente, na medula, corpusculos de Hassall, regides subseptal e
subcapsular (Figura 4A), e areas na regido cortical isentas de epitélio (Figura 4B)
(von Gaudecker, 1991); as células dendriticas foram vistas em maior quantidade na
regido medular (Figuras 4C e D) e os macrofagos, na regido cortical (Figuras 4E e
F); timécitos CD3" foram observados em abundancia no timo (Figuras 4G e H).

Células AIRE" foram encontradas na regido medular dos 46 timos analisados.

O padrdo de expressdo subcelular observado foi semelhante ao descrito pela
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primeira vez por Heino et al. (1999), ou seja, algumas células medulares contendo
nacleos repletos de AIRE e apresentando pequenos dots nucleares fortemente
marcados (Figura 5).

ApoOs a descoberta de AIRE, houve varias controvérsias significantes sobre o
a distribuicdo desta molécula em diferentes tecidos e tipos celulares. Alguns estudos
demonstraram uma ampla distribuicdo de AIRE em muitos 6rgéos (Finnish—German
APECED Consortium, 1997), enquanto outros apresentaram uma localizac&o
completamente restrita a 6rgaos linfoides, em particular no timo (Nagamine et al.,
1997; Heino et al., 1999; Klamp et al., 2006). Certamente, esta discrepancia pode
refletir diferencas na especificidade dos reagentes e na sensibilidade das técnicas
aplicadas. Em nosso estudo, a proteina AIRE foi encontrada apenas em algumas
das células epiteliais medulares citoqueratina® (Figura 6A). As células epiteliais
corticais citoqueratina® (Figura 6B) e as células dendriticas S100" de todas as
regides timicas, ndo apresentaram expressao de AIRE.

Apesar do padrédo de expressao subcelular de AIRE ter se mostrado pouco
variavel entre todos os timos estudados, observamos um consideravel coeficiente de
variacdo (38%) do nimero de células AIRE" por mm? de medula timica (Figura 9A ).
Embora exista esta variacdo moderada, n&o foram encontradas diferencas
significantes do numero de células expressando AIRE entre as faixas etarias
(menores e maiores de 1 ano de vida) ou sexos dos pacientes (Figuras 10A e 11A).
Também néo foram encontradas correlacdes entre expressédo de AIRE e a idade dos
pacientes (Figura 12A). De fato, os nossos dados estdo de acordo com os achados
de Taubert et al. (2007), que demonstraram, através de analise quantitativa da
expressdo de mRNA, ndo haver correlacdo entre a idade e/ou o0 sexo do paciente
doador do timo e o nivel de expresséo de AIRE.

Numerosos timocitos Foxp3® foram encontrados na medula timica dos 46
espécimes analisados (Figura 8). As contagens de células Foxp3® por mm? de
medula mostraram certa variabilidade de expressdo (CV=32%) entre individuos
(Figura 9B ). A expressao de Foxp3 ndo mostrou diferencas significantes entre faixas
etarias (menores e maiores de 1 ano de idade) ou sexo dos pacientes (Figuras 10B
e 11B). Nenhuma correlacdo foi evidenciada entre a expressdo de Foxp3 e a idade

dos pacientes (Figura 12B ).
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A maioria das células epiteliais que compdem o0s corpusculos timicos
apresenta leve marcacdo de AIRE no citoplasma, e algumas expressam o tipico
AIRE nuclear (Figura 7). Estas observacdes podem sugerir uma possivel
aproximacdo e integracdo das células AIRE® medulares aos corplsculos, com
subsequente perda das funcdes relacionadas diretamente a regulagdo da
transcricdo de genes importantes para o sucesso da sele¢édo negativa.

Apesar das fortes evidéncias sobre a participacdo de AIRE na inducdo de
células Treg (Kekalainen et al., 2007), a correlacédo entre AIRE e Foxp3 dos 46 timos

testados nao foi significante (Figura 13).
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CAPiTULO 3

3 ESTUDO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS AIRE E FOXP3 EM TIMOS DE
CRIANCAS PORTADORES DA SINDROME DE DOWN

3.1 Introdugé&o

Pacientes com trissomia do cromossomo 21 manifestam a sindrome de Down
(SD), que é a mais comum (1:1000 nascidos vivos) e a mais conhecida desordem
genética. O fendtipo da SD é caracterizado por mais de 80 achados clinicos,
incluindo retardo mental, hipotonia muscular, baixa estatura, dismorfismo facial,
cardiopatia congénita, risco aumentado de desenvolver leucemia, alta
suscetibilidade a infeccbes e manifestagcbes autoimunes. Estes caracteristicas
clinicas sdo muito variaveis em numero e intensidade.

O timo de portadores da SD apresenta uma proporc¢ao diminuida de timocitos,
fenotipicamente maduros, expressando TCR a3 e a molécula de CD3 associada, em
comparacao com timos de individuos sem a SD dentro da mesma faixa etaria
(Murphy et al., 1990); além disto, no sangue periférico, apresenta uma baixa
proporcao de linfécitos T a3 (61% versus 67%, respectivamente) e uma aumentada
proporcdo de linfocitos expressando TCR yd (12% versus 7%, respectivamente)
(Murphy et al., 1990), bem como uma baixa porcentagem de células T naive CD4"
CD45RA" (22% versus 35%, respectivamente) e células TREC" — que representam
os linfocitos que recém-emigrados do timo —, além de uma alta porcentagem de
células T de memoéria CD29" (Murphy et al., 1990; Murphy et al., 1992a). Estes
achados podem ser interpretados como um sinal de envelhecimento precoce do
sistema imune na SD (Murphy et al., 1990; Barrena et al., 1993), uma vez que 0s
linfocitos Th e citotoxicos naive, bem como células TREC' na periferia, diminuem
naturalmente com a idade, enquanto aumentam as células Th efetoras de memoaria e
os linfocitos T citotdéxicos terminalmente diferenciados. A superexpressao das
citocinas TNF—a (tumour necrosis factor) e interferon—y, descrita por Murphy et al.

(1992b), sugere uma desregulacao timica da producdo destas moléculas, que pode
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ser uma explicacdo para a anatomia alterada do 6rgdo (Larocca et al.,, 1990) e a
maturacgao de timécitos prejudicada na SD.

Individuos com SD apresentam caracteristicas autoimunes que se
assemelham, em alguns aspectos, as que ocorrem em pacientes com a rara
sindrome APECED, como manifestacdes de tireoidite autoimune (3—-28%), diabetes
tipo 1 (1,4-10,6%), doenca celiaca, hipoparatiroidismo e hepatite autoimune cronica,
entre outras (Chistiakov, 2007). Alguns estudos mostraram também uma alta
prevaléncia de autoanticorpos contra multiplos autoantigenos em criancas e
adolescentes com SD (Murphy et al. 1995; Karlsson et al., 1998; Sodrerbergh et al.,
2006; Utiyama et al., 2008).

A localizacdo cromossomal do gene AIRE e o grande espectro de doencas
autoimunes manifestadas por pacientes com SD nos alertam para um possivel
desequilibrio da expressdao do gene AIRE na trissomia do cromossomo 21. Estes
dados sdo interessantes do ponto de vista cientifico, pois podem auxiliar na
compreensao do complexo cenario das manifestagcbes autoimunes relacionados a
expressividade de AIRE no timo, bem como a sua influéncia sobre a inducdo de
células Foxp3®.

Neste prisma, o ponto fundamental que deve ser analisado é o potencial de
alteracdes de expressdo do AIRE em individuos com defeitos no cromossomo 21,
comparando—se com individuos com cardiopatias como malformacao isolada sem
sindrome de Down. Os achados podem contribuir para a elucidacdo das relacdes

diretas de AIRE no timo e provaveis consequéncias periféricas.

3.1.1 Objetivos
+ Estudar, através de ensaios de imunohistoquimica, a expressédo da proteina

AIRE em timos provenientes de crian¢cas com SD;

+ Estudar a expressédo da proteina Foxp3 em timos de pacientes com SD.
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3.2 Material e métodos

Timos provenientes de 15 criancas portadoras da sindrome de Down,
submetidos a cirurgias cardiacas, foram utilizados para estudar a expresséao AIRE e
Foxp3. Dados gerais sobre os pacientes doadores dos timos, como idade, sexo e
tipo de cardiopatia, estdo descritos na tabela 3. O procedimento de coleta de timos,
0s ensaios de imunohistoquimica, o0 método de contagens de células positivas e as
analises estatisticas foram realizados como descrito no Capitulo 2. Para as reacdes
de marcacdo simples, foram utilizados os anticorpos primérios anti—AIRE e anti—
Foxp3; e para as marcacdes duplas, além do anti-AIRE, os anticorpos primarios

anti-pan—citoqueratina e anti—S100.

3.3 Resultados

3.3.1 Coloracao dos timos de pacientes com SD pelo método de HE

Os timos do grupo SD foram corados pelo método de HE e observados ao
microscopio em diferentes aumentos. Como exemplificado na figura 14 , a maioria
dos espécimes estudados apresentou algumas caracteristicas morfologicas
semelhantes as observadas nos timos do grupo controle, como cortex e medula bem
definidos, presenca de corpusculos de Hassall na medula, vasos, septos e capsula,
entretanto, com a celularidade timica reduzida. Alguns timos apresentaram o0s
corpusculos de Hassall precocemente aumentados, associados ao estreitamento da
regido cortical. Dois dos timos estudados (3660729 e 4707745) apresentaram
morfologia muito alterada, com pouca distincdo entre as regides medular e cortical,
além de uma acentuada reducdo do numero total de células intratimicas e poucos

corpusculos de Hassall.
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Figura 14. Corte histologico de I6bulo timico do grupo SD. Corpusculo de Hassall (seta).
Cértex (C); medula (M). Corado pelo método de HE. Aumento de 40x.

3.3.2 Imunohistoquimica para identificacdo e analise da distribuicdo de células
intratimicas do grupo SD

O padrdo de distribuicdo de células epiteliais, dendriticas, macrofagos e
timocitos CD3" foi avaliado em trés timos de pacientes com SD, selecionados
aleatoriamente. Como exemplificado na figura 15, 0s timos apresentaram um
padrdo de marcagdo de células intratimica semelhante ao observado nos timos do

grupo controle (Figura 4).
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Figura 15. Imunomarcacdo de diferentes tipos celulares em timo do grupo SD. Pode-se
observar marcagéo de: citoqueratina nas células epiteliais da medula (A) e do
cortex (B); S100 nas células dendriticas medulares (C) e corticais (D); CD68 em
macréfagos da medula (E) e do coértex (F); e CD3 em timdcitos localizados na
medula (G) e no cortex (H) timico. Corpusculo de Hassall (CH). Contracoloracéao
por hematoxilina. Timo do paciente 4191404. Aumentos de 200x.
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3.3.3 Imunohistoquimica para deteccao de AIRE e Foxp3 em timos do grupo SD

Ensaios de imunohistoquimica foram realizados com a finalidade de avaliar a
expressdo de AIRE em 15 timos provenientes de criancas com trissomia do
cromossomo 21 (grupo SD). Os tecidos também foram avaliados quando a
expressdo de Foxp3. Os dados encontrados foram analisados e comparados com 0s
resultados obtidos a partir dos 46 timos de pacientes sem a sindrome de Down
(grupo controle), descritos no Capitulo 2.

Ao microscopio foram observadas células epiteliais medulares apresentando
menor expressdo de AIRE na maioria dos timos do grupo SD. Como exemplificado
na figura 16 , além da marcacdo de AIRE se mostrar mais ténue, sugerindo uma
menor concentracdo desta proteina no nucleo, também ha um nimero menor de

células positivas na medula timica, quando comparado com os timos do grupo

controle.

: T ¥ B W = L i

Figura 16. Imunohistoquimica para deteccao de AIRE em timos de pacientes dos grupos (A)
SD e (B) controle. Corpusculos de Hassall (CH). Timos das pacientes 3657361 e
3032434, respectivamente. Contracoloracdo por hematoxilina. Aumentos de
200x e 400x no detalhe.
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Como pode ser observada na figura 17 , a expressao de Foxp3 se mostrou
semelhante aquela vista nos timos do grupo controle (Figura 8), ou seja, numerosos

timdcito Foxp3™ na regido medular.

Figura 17. Imunohistoquimica para deteccao de Foxp3 em timo de paciente do grupo SD.
Podemos observar células Treg naturais, com o ndcleo fortemente marcado com
anti—-Foxp3, por toda a regido medular. Corpusculos de Hassall (CH). Timo do
paciente 3314480. Contracoloracdo com hematoxilina. Aumentos de 200x e
400x no detalhe.

3.3.4 Contagens de células AIRE" e Foxp3" nos timos do grupo SD e anélises

estatisticas dos dados
Visando quantificar a expressdo de AIRE e Foxp3 nos timos do grupo SD,

foram realizadas contagens do nimero de células epiteliais AIRE™ e de timdcitos
Foxp3* por mm? de medula timica. Na tabela 3 est&o apresentados os resultados do
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total de células expressando AIRE e Foxp3, baseados na média das contagens de 9
campos medulares (Tabelas dos ANEXOS B.3 e B.4) de cada timo estudado.

Assim como no grupo controle (Capitulo 2), os dados obtidos com as
contagens de células positivas nos timos do grupo SD foram analisados
estatisticamente para verificar: a média e a disperséo; diferencas de expresséo entre
grupos de faixas etérias e sexos distintos; a correlagdo entre o nimero de células
positivas encontradas e a idade dos pacientes doadores dos timos; e a correlacao
entre as expressdes de AIRE e Foxp3. Além disto, os dados do grupo SD foram

comparados com os resultados encontrados nos timos do grupo controle.

Tabela 3 — Dados dos pacientes com sindrome de Down e resultados das contagens de
células AIRE" e Foxp3* por mm? de medula timica.

REGISTRO IDADE (DIAS) SEXO CARDIOPATIA AIRE*/mm? FOXP3*/mm?
3888690 140 M Clv 28,44 471,11
4191404 182 M TF 96,00 1088,00
4707745 204 F - 5,33 320,00
3660729 213 F CAV 14,22 433,78
3657361 326 F CIv 40,89 592,00
3161420 330 F TF 24,89 407,11
4078608 376 F TF/ICAV 94,22 1290,67
3886379 418 F TF 67,56 1125,33
4564448 444 M - 83,56 1425,78
4423666 549 F = 151,11 1153,78
3710920 565 F CAV 163,56 1708,44
4018427 597 F = 183,11 1059,56
3324370 2474 M Clv 60,44 220,44
3314480 3752 M CAV 117,33 812,44
3461351 4753 M CIA 39,11 204,44

CAV — Comunicagao atrioventricular

CIA — Comunicagéo interatrial

CIV — Comunicag&o interventricular

TF — Tetralogia de Fallot/Comunicagéo aortopulmonar
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A figura 18 mostra a dispersdo dos dados obtidos com as contagens de
células expressando AIRE (Figura 18A) e Foxp3 (Figura 18B), nos 15 timos
estudados. O coeficiente de variacdo de AIRE e Foxp3 € de aproximadamente 72%

e 58%, respectivamente.
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Figura 18. Média e desvio padrdo do n° de células expressando (A) AIRE (77,9155,94;
CV=72%) e (B) Foxp3 (820,9+477,60; CV=58%) em 15 timos provenientes de
criancas com sindrome de Down. Coeficiente de variacao (CV).
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Analise estatistica das diferencas de expressao das proteinas AIRE e Foxp3 entre

faixas etarias e sexos diferentes

Para avaliar os niveis de expressao de AIRE e de Foxp3 em pacientes com
idades e géneros diferentes, os dados foram separados por faixa etaria e sexo, e
analisados estatisticamente pelo teste Mann—Whitney.

Os resultados mostraram que a expressdo de AIRE esta significativamente
diminuida (p<0.01) no grupo SD com idade inferior a 1 ano (Figura 19A), em
comparagdo com criangas maiores de 1 ano. Em relacéo a expressdo de Foxp3*, a
diferenca encontrada entre as faixas etarias ndo é estatisticamente significante
(Figura 19B ).
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Figura 19. Andlises através do teste estatistico de Mann-Whitney mostrando (A) uma
diferenca significante (p=0.01) de expressdo de AIRE entre os pacientes
menores (n=6) e maiores (n=9) de um ano de vida, enquanto (B) ndo houve
diferenca significante de expressao de Foxp3 entre as faixas etérias.
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Quando a expresséo de AIRE e de Foxp3 foi avaliada em relacdo ao sexo dos

pacientes, também ndo foram encontradas diferencas significantes entre o grupo

feminino e o masculino (Figura 20).
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Figura 20. Teste de Mann—-Whitney mostrando ndo haver diferencas significantes entre (A)

a expressao de AIRE ou (B) de Foxp3 e o sexo dos pacientes (feminino n=9 e
masculino n=6).
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Analises de correlacdo entre a expressdo das proteinas AIRE e Foxp3 e a idade dos

pacientes

As andlises de correlacdo de Pearson (intervalo de confianca 95%) foram
realizadas com a finalidade de analisar uma possivel ligagdo entre a idade dos
pacientes e a expressdo de AIRE ou Foxp3. Os resultados mostraram nao haver
correlacdo significante entre a expressao destas proteinas e a idade dos pacientes

(Figura 21). Na figura, as idades foram expressas em logio para melhor visualizagao

dos dados.
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Figura 21. Correlagdo de Pearson mostrando ndo haver correlacdo significante entre a
idade dos pacientes e a expresséo de (A) AIRE e de (B) Foxp3.
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Analise estatistica das diferencas de expressao das proteinas AIRE e Foxp3 entre

0s grupos SD e controle

Os dados obtidos com as contagens de células AIRE" e Foxp3" em timos de
pacientes com SD (n=15) foram comparados com os dados dos timos do grupo
controle (n=46). Os resultados mostram uma clara e significante diferenca
(p<0.0001) de numero de células expressando AIRE entre os grupos SD e controle
(Figura 22A). Em relacédo a expresséo de Foxp3, os resultados mostraram que nao

h& diferenca estatisticamente significante entre os grupos (Figura 22B ).
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Figura 22. Andlise estatistica pelo teste de Mann-Whitney. Em (A) observa—se uma
diferenca significante (p<0.0001) de expresséo de AIRE entre os grupos SD e
controle, e em (B) n&do foram encontradas diferencas significantes entre os
grupos em relacao a expresséo de Foxp3.
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Analise de correlacdo entre a expressdo AIRE e de Foxp3 nos timos de grupo SD

Possiveis ligacdes entre o numero de células epiteliais expressando AIRE e
de timocitos Foxp3® foram avaliadas através do teste estatistico de correlacdo de
Pearson. A figura 23 apresenta o resultado da analise, que demonstra haver uma
correlacdo significante entre a expressao destas proteinas /mm? de medula no grupo
SD (r=0.75; p=0.001).

A andlise de correlacéo entre expressao de AIRE e de Foxp3 nos timos do
grupo controle (Capitulo 2, Figura 13) foi inserida na figura 23 para proporcionar

uma melhora visualiza¢do dos resultados entre 0os grupos.
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Figura 23. Correlagdo de Pearson mostrando o aumento significante de Foxp3
concomitante com o aumento do nimero de células AIRE" nos timos do grupo
SD (r=0.75; p=0.001); no grupo controle ha um leve aumento nédo significante
(r=0.15; p=ns).
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3.4 Discussao

Em nosso estudo, observamos ao microscopio algumas alteracdes
morfolégicas nos timos do grupo SD corados pelo método de HE (Figura 14),
principalmente a redugdo do numero de timdécitos, bem evidente nas regides
medular e cortical. O padrdo de distribuicdo de células epiteliais, dendriticas,
macrdfagos e timdcitos CD3" foi avaliado em trés timos deste grupo, selecionados
aleatoriamente. Como exemplificado na figura 15, os timos estudados apresentaram
um padrao de marcacdo de células intratimica semelhante ao observado nos timos
do grupo controle (Figura 4). Ao contrario do que foi descrito por Larocca et al.
(1990), que observou uma acentuada diminuicdo de células dendriticas S100" nos
timos de individuos com SD, observamos uma distribuicdo semelhante a descrita em
timos do grupo controle, apresentando apenas uma leve reducdo do numero total de
células positivas. O numero de timocitos CD3" e macréfagos foi levemente
diminuido, aparentemente, proporcional a reducdo celular total encontrada nesses
timos. As células epiteliais dos timos do grupo SD apresentam distribuicdo e
namero, aparentemente, semelhante aos timos controle. Os dois timos com maiores
alteragbes morfologicas ndo foram analisados.

Apdbs marcacdes dos tecidos com anti—AIRE, observamos ao microscépio que
os timos provenientes de criangas com SD apresentaram menor niamero de células
expressando AIRE, bem como, marcagcao mais ténue de AIRE no nucleo das células
positivas (Figura 16A ), em comparagao com os timos do grupo controle (Figura
16B). Esta diferenca de expressao entre os grupos foi confirmada com o
procedimento de contagem de células AIRE" por mm? de medula timica e analise
estatistica (Figura 22A).

Dentro do grupo SD foi observado um alto coeficiente de variagdo (CV=72%)
do ndimero de células AIRE* por mm? de medula timica (Figura 18A ). Quando os
timos foram separados por faixa etaria (menores e maiores de um ano de vida) e
analisados por Mann-Whitney, os resultados mostraram que as crian¢cas com idade
inferior a um ano apresentam uma expressao de AIRE significantemente diminuida
(p=0.01), em comparagcdao com o0s pacientes maiores de um ano (Figuras 19A).

Estes resultados podem sugerir que a expressao normal de AIRE nos primeiros
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meses de vida, fundamental para o estabelecimento da tolerancia central, esta
prejudicada nos pacientes com SD.

N&o foram encontradas diferencas significantes entre a expressao de AIRE e
o0 sexo dos pacientes (Figuras 20A ). Também nao foram encontradas correlacdes
entre expressao de AIRE e a idade dos pacientes (Figura 21A).

Individuos com sindrome de Down apresentam aproximadamente 80
fendtipos clinicos com incidéncia e gravidade altamente variaveis. Desde que a base
genética da sindrome de Down foi descrita, entender a relagéo entre o desequilibrio
de dosagem genética e o fenétipo associado tem sido o principal alvo dos estudos
da trissomia do cromossomo 21 humano (HC21). Teoricamente, espera—se que 0
HC21 produza uma ampliacdo de transcricdo de mRNA proporcional ao numero de
cOpias cromossomais na trissomia, ou seja, um aumento de 50%, entretanto, esta
expressdo parece ser extremamente variavel. Yahya-Graison et al. (2007)
estudaram a expressdo de 145 genes, 58 ORFs (Open Reading Frame), 118
predicbes, em células linfoblastéides humanas, provenientes de portadores de SD e
controles, e demonstraram esta alta variabilidade de expressdo génica na trissomia
do cromossomo 21. Ainda neste estudo, 0os autores descrevem genes que Sao
expressos dentro do esperado na trissomia (ou seja, 50% aumentado), genes que
sdo amplificados (acima de 50%), genes que expressam em niveis similares a
amostras controle, e genes compensados (abaixo do expresso pelo controle);
segundo os autores, AIRE € um destes genes altamente compensados, ou seja,
menos expresso (down regulated). Teoricamente, uma possivel explicacdo para a
baixa expressao de AIRE nestes timos seria 0 bloqueio do promotor do gene AIRE
através de metilacdo, uma vez que had ao menos dois genes que codificam
metiltransferases no cromossomo 21 (Yamada et al., 2004). Estes genes podem
estar superexpressos na trissomia e metilando gene AIRE que, por sua vez, s6 é
expresso quando tem o promotor completamente desmetilado (Murumagi et al.,
2003). Alem disto, a proteina AIRE atua como fator transcricional de genes com o
DNA desmetilado (Org et al., 2008), a metilacdo provoca o silenciamento dos genes
alvo. Estes dados tornam esta especulagdo interessante, e apontam para a
necessidade de investigacdo das condi¢cées de metilacdo do promotor de AIRE na

trissomia do cromossomo 21. Os dados destes trabalhos condizem com 0S nossos
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achados, uma vez que observamos um fendtipo de expressdo da proteina AIRE
significantemente (p=0.0001) mais baixo, nos timos de pacientes com trissomia do
cromossomo 21, em comparagdo com o grupo controle (Figura 22A). Além disto,
sabe—se que pacientes com SD apresentam alta prevaléncia de autoimunidades, em
varios aspectos similares aquelas observadas em pacientes APECED como
tireoidite, diabetes tipo | e doenga celiaca, entretanto, at¢ o momento nenhum
estudo descreveu a deficiéncia de AIRE como sendo o possivel causador do defeito
na selecdo negativa dos timocitos destes pacientes.

Em relacdo a diferenciacdo de células Treg naturais, a expressao de Foxp3
nos timos dos pacientes do grupo SD (Figura 17) foi semelhante a observada em
timos do grupo controle (Figura 8), ou seja, foram vistos numerosos timocitos
expressando Foxp3 na medula de todos os timos do grupo SD estudados. O numero
de células Foxp3* por mm?, encontrado no timo de cada individuo, tem uma alta
variagcdo (CV=58%) dentro do grupo SD (Figura 18B), entretanto, ndo houve
diferenca significativa de expresséo de Foxp3 entre os grupos SD e controle (Figura
22B).

Assim como observado em relacdo a expressao de AIRE no grupo SD, foi
encontrado menor nimero de células Foxp3® nos timos de criancas com idade
inferior a um ano (n=6), entretanto, esta diferenca n&do foi estatisticamente
significante entre os grupos etarios (menores e maiores de um ano de idade)
(Figuras 19B ). As médias da expressao de Foxp3 entre os sexos dos pacientes nao
teve diferenca significativa (Figuras 20B ). Nenhuma correlacao foi evidenciada entre
a expressédo de Foxp3 e a idade dos pacientes (Figura 21B ).

O papel de AIRE sobre a diferenciacdo de células Treg naturais ainda néo
esta claro. Alguns achados sugerem que AIRE influencia apenas no repertério do
TCR, mas ndo no numero total de células, embora Kekalainen et al. (2007) tenham
encontrado baixas proporcdes de células Treg em pacientes com APECED. Por
outro lado, pacientes com IPEX (immune dysregulation polyendocrinopathy-
enteropathy-X-linked inheritance), desordem causada por muta¢cdées no gene Foxp3,
apresentam fenoétipos autoimunes com natureza e agressividade diferentes das
caracteristicas observadas em pacientes com APECED, sugerindo mecanismos de

controle independentes. Os nossos achados confirmam que a deficiéncia de AIRE
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ndo prejudica a producdo de células Treg naturais no timo humano, uma vez que
foram encontrados numeros de células Foxp3® em niveis normais nos timos de
pacientes com SD (Figura 22B ), mesmo naqueles que apresentam raras células
AIRE" (dado ndo mostrado). Entretanto, observamos uma correlagdo muito
significante (r=0.75; p=0.001) entre a expressao de AIRE e de Foxp3 nos timos do
grupo SD (Figura 23), sugerindo uma compensacao positiva a favor da
diferenciacdo de células Treg naturais, possivelmente relacionada a AIRE e/ou a
trissomia do cromossomo 21. Em teoria, uma possivel explicacdo para esta
correlagédo entre AIRE e Foxp3 — sem prejuizo no nimero total de células Foxp3™,
mesmo nos timos com menos células AIRE", e podendo—se observar um aumento
diretamente proporcional a expressdo de AIRE — pode ser atribuida a presenca do
microRNA (miRNA) miR-155 no cromossomo 21, pois além de ser essencial para a
producéo de células Treg narurais (Kohlhaas et al., 2009; Zhou et al., 2009), 0 miR—
155 foi encontrado superexpresso (up regulated) em cérebro e coracédo de pacientes
com trissomia do 21 (Kuhn et al., 2008), podendo apresentar esse aumento tambéem
em outros 6rgdos como o timo. Neste prisma, a superexpressao miR—155 pode estar
compensando a possivel perda de Treg causada pela diminuicdo de AIRE nos timos
do grupo SD.
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4 ESTUDO DA DISTRIBUICAO DE LIGANTES E RECEPTORES N OTCH NO TIMO
HUMANO

4.1 Introducgao

Notch é uma via de sinalizacdo celular altamente conservada, composta por
ligantes e receptores, essencial para a regulacdo de uma variedade de eventos em
diversos aspectos da diferenciacdo celular — como o direcionamento do
desenvolvimento, a localizacdo e o numero de células, através dos mecanismos de
proliferacdo e sobrevivéncia — durante o desenvolvimento de organismos
multicelulares (Maillard et al., 2005).

Em mamiferos sédo encontrados quatro receptores Notch (N1, N2, N3 e N4),
compostos por dominios proteicos conservados, e dois grupos de ligantes, um
homologo ao Serrate (Jaggedl e jagged2; em humanos, Jagl e Jag2) e outro
homologo ao Delta (DII1, DII3 e DIll4). Serrate e Delta sdo os dois ligantes Notch
encontrados em Drosophila, onde a via Notch foi descrita pela primeira vez.

Receptores e ligantes Notch s&do complexos proteicos inseridos na membrana
celular (Figura 24).0s receptores Notch sdo formados por uma porgcao extracelular
gue consiste de 29 a 36 moléculas de EGF-like (epidermal growth factor—like),
repetidas em sequéncia, capazes de interagir com a regidao DSL (Delta, Serrate e
Lag—2) dos ligantes; e trés repeticdes de LIN12 (lineage defective—12), que impedem
a sinalizacdo independente de ligante. A porgéo intracelular NICD (Notch
intracellular domain), que medeia a transducéo de sinais, é composta por: dominios
RAM (RBP-Jx—associated module) e repeticbes subsequentes de ANK (ankyrin), os
quais interagem com proteinas efetoras, como as CSL (em humanos, CBF1,;
Drosophila, Suppressor of Hairless; C. elegans, Lag-1); um dominio de
transativacdo (TAD); e um dominio C—terminal denominado PEST, que regula a
estabilidade da proteina. Os receptores diferem entre si, principalmente, em namero
de repeticbes de EGF-like e na sequéncia localizada entre as regides ANK e PEST
(Maillard et al., 2005).
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Receptores Notch Ligantes Notch
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Figura 24. Esquema estrutural dos ligantes e receptores Notch. Receptor Notch de
Dosophila (dNotch); Membrana plasmatica (PM); dominio RAM (R); PEST (P).
FONTE: Radtke et al. (2004).

Os ligantes Notch sdo proteinas transmembranicas, contendo o dominio
extracelular composto por uma regido rica em cisteina (CR), repeticbes sequenciais
do EGF-like, um dominio DSL e um peptideo sinal. O dominio intracelular & pouco
conservado, porém, exerce um papel importante, pois a sua delecdo conduz a perda
de funcéo.

A sinalizacdo mediada por Notch € iniciada apés interacdo entre ligante e
receptor expressos na superficie de células adjacentes (Figura 25). Esta ligacao
induz a uma série de clivagens, resultando na translocacdo do NICD para o nucleo,
onde ativa a transcricdo dos genes alvo, como HES (Hairy/Enhancer of Split) e
HERP (HES-related repressor protein), responsaveis pela inibicdo da expressao
e/ou funcdo de outros genes (Le Borgne et al., 2005; Maillard et al., 2005; Fiuza e
Arias, 2007; Tien et al., 2009). Os determinantes de especificidade entre ligantes e
receptores sdo pouco compreendidos. Sabe-se que diferentes receptores séo

capazes de interagir com o mesmo ligante, entretanto, ha uma questdao que
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permanece: 0s receptores Notch apresentam, intrinsecamente, respostas distintas
para o mesmo ligante, ou o resultado final da ativagdo de um receptor em particular

depende apenas do ligante que o estimulou?

Signal-sending cell {"‘15
i

0 .
i —

SeriJagged

{:::3- Moatch

MECD

53

Figura 25. Representacdo esquematica da sinalizacdo mediada por Notch. Sitios de
clivagem (S1, 2 e 3).
FONTE: Le Borgne et al. (2005).

Receptores e ligantes Notch sdo amplamente expressos em embrides de
mamiferos durante a organogénese. Os sinais Notch regulam o comprometimento
celular de tecidos derivados das trés camadas germinativas (ectoderma, mesoderma
e endoderma). Delecbes ou mutacdes nos genes que codificam ligantes e/ou
receptores Notch podem levar a defeitos na somitogénese, vasculogénese,
neurogénese e, geralmente, sdo letais ainda no inicio do desenvolvimento

embrionario. A desregulacdo destes genes conduz ao surgimento de doencas
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graves como cancer, e/ou mesmo a letalidade (Harper et al.,, 2003; Radtke et al.,
2010).

Na ultima década, tornou—se evidente que sinais Notch tém um importante
papel no desenvolvimento e na manutencdo dos sistemas hematopoiético e
imunoldgico. Varias evidéncias sugerem que Notch é um importante modulador da
resposta imune mediada por linfécitos T (Radtke et al., 2010). No timo, as
sinalizacbes mediadas por Notch sé@o essenciais para o0 direcionamento do
desenvolvimento de células progenitoras linfoides, assim como para a expansao e
autorrenovacgdo celular. Timdcitos e células estromais coexpressam amplamente
receptores e ligantes Notch, bem como os seus moduladores, entretanto, a
localizacdo e identidade precisas das células que recebem os sinais sdo ainda
conflitantes (Harper et al.,, 2003; Maillard et al., 2005). Durante a ontogenia de
linfocitos T, a fung@o de Notch melhor estabelecida refere—se ao comprometimento
celular. Assim, as CTH pluripotentes (com potencial para se tornar células T, B,
dendriticas, NK, macrofago), provenientes da medula éssea, recebem sinais Notch e
se tornam comprometidas a originar linfécitos T. Além do comprometimento, outros
eventos de diferenciacdo sdo mediados pela via de sinalizagdo Notch, como a
regulacédo do rearranjo do gene TCR—[3, a decisdo entre as linhagens de linfécitos T
a3 sobre yd, CD4 versus CD8 e Th2 versus Thl (Robey et al., 1996; Washburn et
al., 1997; Wolfer et al., 2002; Maillard et al., 2005; Kappes et al., 2005; De La Coste
et al., 2006; Tanigaki e Honjo, 2007; Plum et al., 2008; Amsen et al., 2009; Radtke et
al., 2010).

O receptor N1 regula varios estagios do desenvolvimento de células T no timo
(Guidos, 2002), enquanto N2 regula a maturacdo de células B no baco (Saito et al.,
2003).Varios estudos demonstram que o receptor N1 é essencial para 0 sucesso da
timopoiese. A inativagdo de N1 provoca um completo bloqueio do desenvolvimento
de células T no timo, indicando que outros membros da familia Notch ndo sé&o
capazes de compensar a perda de N1 in vivo (Radtke, et al., 1999). Esta exigéncia
Gnica de N1 durante a timopoiese nédo € bem compreendida, uma vez que N2 e N4
sao capazes de induzir o desenvolvimento de linfécitos T in vitro, na auséncia de N1,
fato que descarta a inabilidade intrinseca destas moléculas. A ativacdo dos

receptores N1 e N3 é crucial para a regulacédo da expressédo e funcao dos sinais
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pré—TCR nos timécitos em estagio de desenvolvimento DN3 (Bellavia et al., 2003). O
receptor N4 parece estar envolvido na diferenciacdo de linfécitos T regulatérios (Ng
et al., 2001).

O ligante Notch mais estudado na timopoiese € o DII1. Em camundongo, este
ligante € expresso amplamente no estroma timico, em particular na regido cértico—
medular, entretanto, a sua inativacdo ndo bloqueia o desenvolvimento de células T,
sugerindo um papel redundante entre DII1 e outro ligante Notch, como o DIll4
(Maillard et al., 2005). O ligante DII3 ndo é capaz de se ligar aos receptores Notch,
mas atuam na modulacdo da sinalizagdo (Ladi et al., 2005). Os ligantes Jagged
parecem estar envolvidos na diferenciacdo intratimica de células T yd e Th2 na
periferia (Amsen et al., 2009; Radtke et al., 2010).

Muitos dos mecanismos de regulagéo, interagbes e acdo dos sinais Notch
permanecem pouco conhecidos, bem como a localizacéo e identidade precisa das
células que recebem os sinais e seus possiveis efeitos. Grande parte dos estudos
sobre o papel dos sinais Notch no desenvolvimento de linfécitos T foram
desenvolvidos em modelo animal ou cultivo celular. Até o momento, ndo esta
descrita a distribuicdo de Notch no timo humano.

Tendo—se em vista a importancia dos sinais Notch para o desenvolvimento de
timocitos, bem como a falta de dados sobre a expressao de Notch no timo humano,
propomos o estudo inédito da distribuicdo de ligantes e receptores Notch nas

diferentes regides timicas e nas distintas subpopulacdes celulares do timo humano.

4.1.1 Objetivos

+ Estudar, através de ensaios de imunohistoquimica, a expressao dos ligantes
e receptores Notch em timos provenientes de criangas portadoras de
cardiopatias com malformacdes isoladas (grupo controle) e de criangas com

sindrome de Down.
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4.2 Material e métodos

Para marcar os receptores e ligantes Notch no timo humano, foram realizados
ensaios de imunohistoquimica de fluorescéncia (marcagdes simples) e cromogénica
(marcacbes simples de duplas). Todo o procedimento, desde a preparagdo dos
cortes histologicos, os ensaios de imunomarcacao, até a montagem das laminas foi
realizado como descrito detalhadamente no Capitulo 2 (ver 2.2).

Sete espécimes de timo do grupo controle e trés do grupo SD (Sindrome de
Down), apresentados na tabela 4, foram estudados por imunomarcacdes simples
utilizando os diferentes antissoros anti-Notch (Tabela 5). Dentre os timos
estudados, trés do grupo controle e um do grupo SD foram avaliados também por
marcacOes duplas, com a finalidade de identificar os diferentes tipos celulares
intratimicos capazes de expressar Notch, como: células dendriticas, epiteliais,
macréfagos e células—tronco. Os cortes timicos imunomarcados foram analisados ao

microscopio, em varios aumentos, e registrados fotograficamente.

Tabela 4 — Identificacdo dos timos estudados quanto a expressao de Notch.

REGISTRO IDADE (DIAS) SEXO CARDIOPATIA GRUPO
3233154* 6 M Clv Controle
3182274 90 M TF/CAV/VDDS Controle
3225755* 147 F CAV Controle
3660729 213 F CAV SD
3162877* 225 M Clv Controle
3657361* 326 F Clv SD
3081443 735 M Clv Controle
3082849 1855 M CIA Controle
3324370 2474 M Clv SD
3175472 2911 M CIA Controle
* Timos estudados por imunomarcag@es duplas
CAV - Comunicagao atrioventricular TF — Tetralogia de Fallot/Comunicag&o aortopulmonar
CIA — Comunicagao interatrial VDDS - Ventriculo direito com dupla via de saida

CIV — Comunicagao interventricular
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Na tabela 5 estdo descritos os anticorpos utilizados para a marcagao de
ligantes e receptores Notch, bem como os marcadores especificos para identificar os

tipos celulares intratimicos.

Tabela 5. — Anticorpos primérios utilizados para estudar a distribuicdo de Notch no timo
humano.

ANTICORPO PRIMARIO HOSPEDEIRO CONCENTRACAO FABRICANTE CELULAS ALVO

N1 (C-20) coelho (IgG) 2,0pg/mL Santa Cruz Biotech -

N2 (C651.6DbHN) rato (1gG) 1,0 pg/mL Hybrid. Bank -

N3 (M-20) cabra (1gG) 4,0pg/mL Santa Cruz Biotech -

1N4 (C-19) cabra (IgG) 4,0pg/mL Santa Cruz Biotech -
Jagl (H-114) coelho (IgG) 2,0pg/mL Santa Cruz Biotech -
Jag2 (H-143) cabra (IgG) 4,0pg/mL Santa Cruz Biotech -

DII1 (C-20) cabra (1gG) 8,0pg/mL Santa Cruz Biotech -

Dll4 (ab-7280) coelho (IgG) 1,0pg/mL Abcam -
CD117 (117-R14) coelho (IgG) 2,0pg/mL Cell Marque Tronco
Pan-cytokeratin (34BE12) camundongo (IgG) 1,0pg/mL Dako Epiteliais
CD68 camundongo (IgG) 4,0pg/mL Dako Macréfagos
S-100 coelho (IgG) 2,0pg/mL Dako Dendriticas

4.3 Resultados

Cortes histologicos, de todos os timos utilizados neste estudo, foram
submetidos a imunomarcacdes simples com os antissoros especificos para cada
receptor e ligante Notch. Entretanto, para a identificacdo dos tipos celulares que
expressam os distintos Notch, nas diferentes regides do timo, foram realizadas
marcacdes duplas em quatro dos dez espécimes estudados (sendo um do grupo SD
e trés do controle).

Ao microscépio, pudemos observar a marcacdo da maioria das células
intratimicas com o anti-N1 (Figura 26A), incluindo as CET tipo VI dos corpusculos
de Hassall, o endotélio dos vasos situados na regido cortico-medular e alguns vasos
da regido septal (Figura 26B). No cortex foram observados macrofagos com o
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citoplasma apresentando pequenas vesiculas contendo N1 em abundancia (Figura
26C).

Figura 26. Imunohistoquimica de fluorescéncia para deteccdo de N1. Em A. observa—se a
marcacao (verde) de células intratimicas das regides cortical (C), medular (M) e
corpusculos de Hassall (setas). Em B. esta evidenciada a marcagdo de N1 no
endotélio de um vaso sanguineo. Em C. podemos observar macréfagos da
regido cortical do timo com marcagéo puntiforme. Em azul aparecem os nucleos
marcados com DAPI. Aumentos de 200x e 630x em B e C.

Entretanto, o principal destaque da marcacdo de N1 foi a presencga profusa
desta proteina em algumas células com morfologia semelhante a de células jovens
indiferenciadas, localizadas principalmente nas proximidades dos vasos septais, na
periferia subseptal e subcapsular, abundantes nas adjacencias dos vasos da regiao
cortico-medular (Figura 27A), e algumas raras espalhada pelo cértex e medula.
Para identificar o tipo celular apresentando esta acentuada expressao de N1, foram

realizadas marcacgdes duplas. Os resultados mostraram uma clara colocalizacao das
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moléculas de N1 e CD117 (Figura 27B), confirmando os indicios morfologicos de

que se trata de CTH expressando N1.

Figura 27. Imunohistoquimica para deteccdo de N1 em tecido timico. Em A., marcacao
simples com anti—-N1 mostrando células intensamente marcadas (castanho) na
regido cortico-medular. Em B., dupla marca¢do evidenciando a colocalizacdo
da expressdao de N1 (castanha) e CD117 (rosa). Contracoloracdo por
hematoxilina. Aumento de 400x.

Os timos tratados com anti—-N2 apresentaram marcacdo muito especifica e
acentuada da membrana celular de CET como: as CET tipo |, que cercam toda a
periferia dos lobulos e septos (Figura 28A), bem como o espaco perivascular dos
vasos sanguineos localizados na regido cértico-medulares (Figura 28B ); algumas
CET medulares; e as CET tipo VI, componentes dos corpusculos de Hassall (dados
nao mostrados). Nenhum outro tipo celular foi observado expressando N2 no timo
humano.
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Cortico-medular

Figura 28. Imunofluorescéncia (FITC) de tecido timico tratado com anti-N2, evidenciando a
marcacdo (verde) das células epiteliais das regibes (A) subseptal e (B)
perivascular dos vasos cortico-medulares. Espaco prerivascular (EPV).
Aumentos de 400x e 630x, respectivamente.
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hY

Nos cortes timicos submetidos a reacdo com o antissoro anti-N3 foram
observadas marcacdes apenas das CET tipo VI, componentes dos corpusculos de
Hassall (Figura 29 ). A marcacéo foi vista predominantemente no citoplasma celular.
Os ensaios de marcacdo dupla, com anti-pan—citoqueratina e anti—S100,
confirmaram que somente CET, e ndo células dendriticas, expressam N3 nos
corpusculos de Hassall. Em alguns dos timos estudados, foram observados raros
timocitos da regido medular expressando N3 (dado ndo mostrado).

Uma ténue marcacdo do receptor N4 foi evidenciada apenas em alguns
timocitos das regides cortical e medular, e nas CET que compdem os corpusculos de
Hassall (dados ndo mostrados).

Os cortes timicos tratados com o antissoro anti—DII1 apresentaram uma
marcacdo muito ténue de timécitos da regido cortical, e de células dendriticas e
epiteliais de ambas as regides, cortical e medular (dados ndo mostrados).

Os resultados dos ensaios de imunofluorescéncia utilizando o anti-DlIl4
mostraram uma acentuada marcacdo de timécitos, células epiteliais, dendriticas,
endoteliais e macréfagos nas regides medular e cortical, como exemplificado na
figura 30. Na regido cortical, muitos macréfagos DII4* apresentam marcagio
citoplasmatica puntiforme, semelhante ao observado na reagdo com o N1.

O ligante Jagl foi evidenciado em ambas as regifes, cortical e medular.
Entretanto, a marcacdo se mostrou predominante em células epiteliais medulares,
principalmente na regidao que circunda os corpusculos de Hassall (Figura 31). As
CET que formam os corpusculos também aparecem marcadas. Por outro lado, o
ligante Jag2 foi encontrado no endotélio de raros vasos pequenos localizados na
regido septal (Figura 32).

ApoOs ensaios de marcacoes duplas, foi possivel organizar um painel de

distribuicdo de Notch nas regides e tipos celulares intratimicos (Tabela 6).
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Figura 29. Imunofluorescéncia (FITC) de corte timico tratado com anti—N3, evidenciando a
marcacdo das células epiteliais da periferia de dois corpusculos de Hassall.
Auséncia de marcag¢des nas demais células das regides cortical (C) e medular
(M) do timo. Aumentos de 200x e 400x (destaque).

Figura 30. Imunofluorescéncia (FITC) de corte timico tratado com anti—DIl4, evidenciado a
marcacdo nas regides cortical (C) e medular (M) do timo humano. Aumento de
200x.
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Figura 31. Imunofluorescéncia (FITC) de tecido timico incubado com anti-Jagl, evidenciado
a marcacgédo de células das regides cortical e medular, e de CET que formam os
corpusculos de Hassall (CH). Aumento de 200x.

Figura 32. Imunofluorescéncia (FITC) de corte timico tratado com anti-Jag2, evidenciado a
marcacdo do endotélio de pequenos vasos localizados na regido septal do timo.
Aumento de 400x.
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Tabela 6 — Resumo da distribuicdo de receptores e ligantes Notch no timo humano.

Timécitos Epitélio Endotélio Dendrit  Macrof
Cortex Medula Subcap Coértex Medula Subcap Perivasc Hassall Septal Cor-Med
Notch 1 +++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ + ++
Notch 2 - - - = +++ +++ +++ ++ - — - _
Notch 3 - Raras + - - - - - +++ - - - -
Notch 4 + + + = = — - 4 - — — _
Jag 1 ++ +++ ++ ++ +++ ++ ++ +++ - - ++ ++
Jag 2 - - - = - - - - Raras ++ - - —
Delta 1 + — + + + + - + - — + _
Delta 4 ++ +++ ++ +++ +++ ++ + +++ +++ +++ ++ ++

Dendrit = Células dendriticas; Macrof = Macrofagos; Subcap = subcapsular; Perivasc = perivascular; Cor-Med = c6rtico-medular.

— sem evidéncia de marcacao
+ marcacéo leve

++ marcagado intermediaria
+++ marcacéo acentuada
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4.4 Discussao

O estudo da via de sinalizacdo Notch € um campo recente e, dada a sua
importancia como um regulador essencial para a homeostasia da diferenciacao,
sobrevivéncia, direcionamento e desenvolvimento de células—tronco embrionarias,
células—tronco hematopoiéticas e linhagens celulares derivadas, estd em franco
crescimento. Os mecanismos de interacdes, distribuicdo, acdo e regulacdo dos
sinais Notch sdo ainda pouco conhecidos.

Com o objetivo de caracterizar a localizagdo e o tipo celular capaz de
expressar cada ligante e receptor Notch no timo humano, dez espécimes timicos,
provenientes de criancas com cardiopatias congénitas submetidas a cirurgias
cardiacas (Tabela 4), foram estudados por imunohistoquimica. Dentre os timos
estudados, trés foram doados por pacientes portadores da sindrome de Down
(grupo SD).

Todos os espécimes timicos foram avaliados por marcacdes simples
utilizando—se os antissoros especificos para cada ligante e receptor Notch (Tabela
5). Os resultados mostram um padrao semelhante de expressdo de Notch entre
todos os timos estudados, em ambos 0s grupos — controle e SD.

Para identificar o tipo celular capaz de expressar Notch, quatro timos foram
submetidos a marcacdes duplas utilizando—se antissoros especificos (Tabela 5)
para o0 reconhecimento de proteinas caracteristicamente expressas por células
dendriticas (S100), macrofagos (CD68) e células epiteliais (citoqueratina). Apos os
ensaios, foi possivel identificar e descrever o tipo celular apresentando cada Notch.

Ao microscépio, observamos a marcacao da maioria das células intratimicas
com o anti-N1 (Figura 26). Alguns estudos demonstraram, em timos de modelos
murinos, o bloqueio total do desenvolvimento de linfocitos T apds a inativacdo do
N1, indicando que nenhum outro receptor da familia Notch é capaz de compensar a
sua falta (Radtke et al., 1999; Maillard et al., 2005). Além de células epiteliais,
endoteliais, dendriticas e macrofagos, vimos que timocitos corticais e medulares
recebem sinais N1, confirmando que esta molécula estd envolvida no
desenvolvimento de linfocitos T no timo humano. Além disto, sabe—se que N1 exerce

funcdes de autorrenovacdo de células—tronco progenitoras intratimicas em
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camundongos (Maillard et al., 2005). Nés observamos uma acentuada marcacao de
N1 no citoplasma e na membrana de grupos de células apresentando uma clara
colocalizacdo de N1 e CD117 (Figura 27), confirmando que se trata de células
progenitoras hematopoiéticas recém chegadas ao timo. Os nossos achados
reforcam a ideia de que os sinais N1 sdo importantes para a autorrenovagao de
CTH, bem como para o comprometimento e a diferenciacdo de célula T no timo
humano.

Observamos a expressao de N2 apenas em células epiteliais especificas, as
CET tipo I, que cercam toda a regido subcapsular, subseptal e regido perivascular
dos vasos cortico-medulares (Figura 28). As CET tipo VI de alguns corpusculos de
Hassall também apareceram marcadas. De fato, alguns autores demonstraram, em
modelos murinos, o0 envolvimento do receptor N2 no comprometimento e
desenvolvimento de linfocitos B (Saito et al., 2003; Maillard et al., 2005), assim, os
nossos resultados evidenciando a auséncia de N2 em timécitos sdo coerentes com
informacdes prévias sobre o papel de N2 na linfopoiese. Entretanto, até o memento,
nada esta descrito sobre a presenca ou o possivel papel de N2 em células epiteliais
do timo.

Em relacdo ao receptor N3, alguns estudos descreveram, em modelo murino,
gue esta molécula tem um padréao de expressdo semelhante ao N1 nos timécitos em
desenvolvimento (Saito et al., 2003). Sabe—se também que N3 é amplamente
expresso em timocitos nos estagios DN2 até DN4 e tem um papel fundamental na
diferenciacdo e controle do crescimento celular (Bellavia et al., 2003). Como um
fraco ativador transcricional, N3 atuaria como repressor de N1 por competir pelo sitio
de ligacdo nos genes alvo (De La Coste et al., 2006). Entretanto, no timo humano,
encontramos o receptor N3, predominantemente, no citoplasma e membrana de
CET tipo VI na maioria dos corpusculos de Hassall (Figura 29 ) e em raros timocitos
medulares. Estes achados sugerem que N3 tem papeis distintos na timopoiese de
camundongos e humanos.

Os nossos resultados mostraram uma marcacédo muito ténue de N4 nas CET
dos corpusculos de Hassall e nos timécitos corticais e medulares. Estes dados
condizem com os achados de Saito et al. (2003), que observaram uma expressao

muito pobre de N4 em timdcitos de camundongos. Por outro lado, a marcacao que
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observamos pode ser uma reacdo inespecifica, caracterizada pela auséncia total de
células apresentando uma marcacao realgada.

Entre os ligantes Notch, o Jagl se destacou por estar marcado em quase
todas as células intratimicas, com diferencas apenas na acentuacdo da marcacgao
(Figura 31). Timocitos, células dendriticas e macrofagos se mostraram bem
marcados, enquanto as células epiteliais da regido medular e dos corpusculos de
Hassall apareceram fortemente marcadas. Este ligante ndo foi visualizado no
endotélio dos vasos intratimicos. Curiosamente, Jaleco et al. (2001) observaram que
o ligante Jagl parece ndo interferir no desenvolvimento linfoide a partir de células—
tronco de corddo umbilical humano. Em timos de camundongos, a expressédo de
Jagl foi descrita apenas em células do estroma (Felii et al., 1999); e a inducéo de
expressdo deste ligante em timoOcitos parece promover a apoptose, com
consequente involu¢do do estroma timico, diminuicdo do nimero de timdcitos e do
orgéo (Beverly et al., 2003).

Em nosso estudo, observamos o ligante Jag2 expresso apenas em ceélulas
endoteliais de raros vasos da regido saptal, com auséncia de células, como
hemécias, no seu interior (Figura 32). Em camundongos, o ligante Jag2 foi
observado distribuido em timécitos e no estroma timico (Felii et al.,, 1999), e a
mutacao no gene Jag2 promove uma discreta diminuicdo do numero de células T da
linhagem yd, além da morfologia timica alterada (Jiang et al., 1998).

O principal papel atribuido ao ligante DIlI1, na timopoiese, é o
comprometimento de células hematopoiéticas indiferenciadas em linhagem T e o
completo bloqueio da diferenciacdo em linhagem B (Jaleco et al., 2001). Por outro
lado, a inativagdo deste ligante ndo bloqueia o desenvolvimento de células T,
sugerindo um papel redundante entre DII1 e outro ligante Notch, como o Dll4
(Maillard et al., 2005). Em camundongo, o DII1 é amplamente expresso no estroma
timico, em particular na regido cortico-medular (Schmitt et al., 2004), onde as
células—tronco hematopoiéticas multipotentes recebem os primeiros sinais Notch
apos sua chegada no ambiente timico. Entretanto, em nosso estudo, observamos
apenas uma leve marcacao de timécitos e células estromais em todas as regides do

timo. Algumas caracteristicas da marcacao observada, como a auséncia de células

95



CAPiTULO 4

bem marcadas, podem representar uma reacdo inespecifica do anti-DIl1 com o
tecido timico.

O endotélio de vasos cortico-medulares e septais, as ceélulas epiteliais e
timocitos de todas as regibes do timo humano apresentaram uma acentuada
expressdo do ligante DIl4. Células dendriticas e macrofagos também apareceram
bem marcados. O padrédo de expressao do DIl4, amplamente distribuido nas regiées
cortical e medular do timo (Figura 30), se mostrou semelhante ao encontrado nos
timos marcados com o anti-Jagl, diferindo apenas na marcacao do endotélio, onde
Jagl esta ausente. No timo de camundongos, o ligante DIl4 é caracteristicamente
expresso nas células endoteliais e, recentemente, Hozumi et al. (2008) descreveram
a expressao desta molécula em células epiteliais, especialmente naquelas
localizadas na regido cortical. A principal funcdo atribuida ao ligante DIl4, na
timopoiese, se refere & ativacdo do receptor N1 expresso na superficie de células
indiferenciadas multipotentes, fazendo com que estas células percam o potencial de
se tornarem células B e se comprometam a originar apenas linfocitos T (Koch et al.,
2008).

Os ligantes DIl4 e Jagl se mostraram amplamente expressos em timdécitos e
células do estroma timico. Entretanto, a origem da expressao destes ligantes ndo
pode ser confirmada através da pesquisa de proteina por imunohistoquimica, pois a
transendocitose do ligante € um fenbmeno necessario para a regulacdo da
sinalizacdo Notch (Le Borgne, 2006; Fortini e Bilder, 2009), assim, a proteina
detectada pode ter sido expressa por uma célula e aparecer marcada também na
célula adjacente que esta recebendo o sinal Notch.

Ha grandes perspectivas acerca de novos achados que dardo subsidio a
expansdo do conhecimento e suporte ao grande potencial de aplicabilidade
experimental e terapéutica em varias areas da Medicina (Embriologia, Imunologia,
Neurologia, Oncologia, entre outras). A descricdo da distribuicdo de ligantes e
receptores Notch no timo humano representa mais um passo em direcdo a

compreensao da dinamica que rege a diferenciacao de linfocitos T.
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6 CONCLUSOES

A investigacdo de moléculas importantes para o desenvolvimento (Notch) e
selecdo negativa (AIRE) de linfocitos T no timo humano, proveniente de criancas
com cardiopatias congénitas, algumas das quais com a sindrome de Down, nos

permitiu concluir que:

1 — O receptor N1 é expresso abundantemente por células—tronco hematopoiéticas
CD117", bem como por timdcitos e células do estroma timico das regides
cortical e medular. Esta molécula pode exercer um papel fundamental na
autorrenovacao de CTH, bem como no comprometimento e diferenciacado de

célula T no timo humano.

2 — Os ligantes DIll4 e Jagl sdo amplamente expressos por timoécitos e células do
estroma timico de ambas as regides, cortical e medular, e podem estar

diretamente envolvidos no desenvolvimento de linfocitos T.

3 — Os receptores N2 e N3 sdo expressos apenas por CET tipo Il e CET tipo VI,
respectivamente, sendo assim, ndo estariam diretamente relacionados a

diferenciacao de timocitos no timo humano.

4 — Aparentemente, o receptor N4 e os ligantes DIl1 e Jag2 nao teriam um papel
importante na diferenciacdo de timécitos em humanos, uma vez que

apresentam expressao muito ténue.

5 — Timos de criangas com a SD apresentaram um numero significativamente
reduzido (p<0.0001) de células epiteliais medulares expressando AIRE. As
manifestacbes autoimunes frequentemente observadas na SD podem ser

consequéncia da baixa expressao de AIRE nos portadores da trissomia.
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ANEXOS

ANEXO A — Modelo do termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO

| — DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA

NOME DO PACIENTE: ...
DOC. DE IDENTIDADE NO @ .. ..oiiiiiiirierieeereeeneeereeeneeeeee SEXO: MAS] ] FEM[ ]
DATA DE NASCIMENTO. ....... l...... [oiiiiiinne.

DADOS DO RESPONSAVEL LEGAL
NOME COMPLETO: ...ttt e e e s e s ees e se e e e seseesse s snnssesnneesneenees

PARENTESCO: ...oveeveeeeeeeeeeeeeesvnnns DOC. DE IDENTIDADE N ..oooveveeeeeeeeeeeeeeereeeeenens
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO RES PONSAVEL LEGAL DO
PACIENTE, SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA QUE SERA DESE NVOLVIDA

1. Justificativa e objetivos da pesquisa

O timo é um dos érgéos responsaveis pelo desenvolvimento de células de defesa do
organismo. Durante a cirurgia cardiaca de criancas, o timo é normalmente retirado para
facilitar a visualizagdo e o manuseio do coracgdo e estruturas associadas. A retirada do timo
€ realizada rotineiramente em criangas nos primeiros anos de vida, pois nesta idade o timo é
muito grande e esta localizado a frente do coracgéo, dificultando o acesso cirtrgico. O timo
removido ndo é re—implantado, pois durante a cicatrizacdo ocorre um grande processo de
fibrose nesse 6rgao, o que dificulta 0 manuseio em caso de necessidade de nova cirurgia. O
timo retirado é entdo descartado. Entretanto, a utilizagdo deste 6rgdo, para fins de pesquisa,
pode ajudar no entendimento de algumas funcgdes do sistema imunolégico, como a defesa
do organismo contra bactérias, virus, fungos e células cancerosas; e a prevencdo de
reacOes do préprio organismo contra ele mesmo.

Desta forma, é muito importante entender como as células de defesa se formam

dentro do timo humano.
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2. Procedimentos que serdo utilizados, incluindo a identificacdo dos procedimentos
experimentais

O cirurgido removera o timo, como de rotina, no momento da cirurgia de corre¢éo do
coracao ou estruturas associadas. O timo retirado sera conservado e levado ao laboratorio,
onde sera realizada a andlise do 6rgado. Este estudo engloba uma analise histoldgica, e uma
analise da expresséo de proteinas responsaveis pelo funcionamento normal do timo.

Todos os timos serdo identificados por um cédigo e pelo numero do IH do paciente.

Os dados clinicos serdo mantidos sob sigilo, em armario dedicado, trancado a chave.

3. Desconfortos e riscos esperados
N&ao ha desconfortos ou riscos adicionais associados ao projeto, uma vez que 0O
procedimento serd feito necessariamente para acesso cirlrgico ao coracdo e/ou vasos da

base do coracéo e ndo por necessidade experimental.

4. Beneficios que poderao ser obtidos
O principal beneficio na participagdo deste projeto é permitir o avangco do
conhecimento cientifico sobre o funcionamento do sistema imune que podera, no futuro,

beneficiar e até salvar a vida de outras pessoas.

[l — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIMENTO
Declaro que, apés todos os esclarecimentos sobre a pesquisa, apresentados pelo
pesquisador responsavel, entendi o que me foi explicado e ciente, concordo em doar o

o6rgdo (Timo) removido da criangca de minha responsabilidade para fins de pesquisa

cientifica.
Séo Paulo, de de 20 .
Assinatura de Responsével Legal Assinatura do Pesquisador Responsével
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ANEXO B.1 — Contagens de células epiteliais AIRE", por campo, na medula timica

de 46 timos humanos. (continua )
. Células AIRE * por campo
Registro
1 2 3 4 5 6 7 8 9

3575012 4 12 3 4 2 4 3 4 6
4199189 9 12 9 5 4 7 5 10 6
3932834 14 7 17 5 10 13 8 10 15
3233154 10 13 8 6 3 10 13 3 7
3252060 13 7 15 6 8 9 16 18 18
3888010 12 7 18 18 8 4 3 9 2
3178781 11 5 11 10 2 8 6 7 2
3331792 18 2 6 2 1 33 18 5 9
3790169 4 4 1 3 4 5 2 1 3
4427181 9 15 14 7 10 6 10 14 16
3182274 16 19 5 23 10 14 13 22 7
3587983 21 17 24 17 12 19 5 17 5
4446518 14 16 12 17 19 15 12 17 14
4664965 20 10 12 8 20 13 17 11 12
4565118 10 5 6 8 9 4 12 10 5
4263685 8 7 4 10 9 4 8 2 10
3225755 7 8 2 22 6 10 24 10 8
3012050 11 12 5 22 8 4 11 9 11
2843757 14 11 10 17 17 15 10 17 22
3013014 3 14 3 7 7 7 7 6 5
2794640 1 0 1 7 9 4 7 0 2
3162877 8 8 12 9 6 6 10 4 2
3233855 17 20 9 28 6 24 30 23 9
2995727 13 25 26 18 13 12 6 11 9
3794083 13 15 16 12 10 15 8 15 18
4592913 8 26 13 21 6 7 16 5 16
4200764 10 7 4 14 8 6 5 8 5
4059395 6 3 11 9 5 7 6 5 6
3032434 14 14 29 12 12 12 21 17 13
3971031 8 8 6 2 1 4 3 2 8
3776549 6 8 6 10 7 7 5 0 3
3223990 8 3 20 1 11 2 5 2 11
3790452 7 13 6 15 6 6 6 6 10
4200748 14 10 10 10 17 12 10 16 6
3027643 8 14 22 7 8 5 10 14 9
3975940 4 10 9 6 2 12 13 4 8
3009793 23 7 7 17 5 13 6 2 4
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Contagens de células epiteliais AIRE", por campo, na medula timica de 46 timos

humanos. (concluséo )
. Células AIRE * por campo
Registro
3 4 5 6 7 8

3393534 7 8 12 17 9 12 14 18 5
3082849 16 20 7 9 15 12 13 5 15
3213056 1 7 1 19 11 7 17 8 8
2821826 7 11 4 11 7 10 5 11 7
3177858 10 4 8 5 12 11 8 4 9
2851008 11 6 6 20 5 13 12 8 11
3175472 7 3 3 11 7 16 6 7 10
4510135 18 10 19 12 31 26 27 18 13

752240 16 3 9 3 6 4 4 7 7
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ANEXO B.2 — Contagens de timécitos Foxp3*, por campo, na medula timica de 46

timos humanos. (continua )
_ Células Foxp3 * por campo
Registro
1 2 3 4 5 6 7 8 9

3575012 42 29 36 44 46 51 32 41 41
4199189 49 66 38 40 48 42 57 67 58
3932834 52 35 42 39 52 42 61 53 59
3233154 58 35 51 64 37 57 48 60 44
3252060 33 38 27 42 44 36 49 29 36
3888010 62 74 55 31 48 34 49 48 53
3178781 44 49 52 39 38 60 61 48 44
3331792 28 23 27 27 22 36 33 16 49
3790169 9 12 20 15 11 17 12 18 17
4427181 56 58 70 58 61 55 83 58 79
3182274 78 38 36 42 32 48 54 42 40
3587983 25 22 24 23 19 26 36 34 29
4446518 46 76 45 65 49 54 56 74 54
4664965 55 45 46 35 41 42 34 45 62
4565118 96 121 73 98 64 116 65 74 80
4263685 72 62 35 47 90 74 72 57 57
3225755 63 49 70 71 61 48 38 59 61
3012050 81 85 78 64 52 78 54 62 49
2843757 32 31 31 26 17 18 24 27 23
3013014 32 41 19 28 38 36 37 49 41
2794640 30 46 57 42 31 34 41 59 40
3162877 45 60 42 47 59 43 31 44 32
3233855 65 62 61 87 61 68 98 46 77
2995727 26 28 35 37 38 27 41 29 31
3794083 33 69 52 55 42 41 51 49 40
4592913 42 35 66 47 56 43 36 45 54
4200764 34 41 31 38 43 24 41 50 47
4059395 39 48 27 52 43 45 41 42 49
3032434 47 32 49 36 39 41 34 40 38
3971031 62 58 40 39 51 33 54 55 44
3776549 21 15 21 16 27 16 18 15 16
3223990 50 44 37 42 37 38 44 38 42
3790452 84 63 96 55 74 78 49 83 78
4200748 28 38 50 42 46 42 54 34 41
3027643 29 36 38 45 31 28 34 46 30
3975940 47 43 70 27 45 45 42 56 36
3009793 47 66 74 38 42 44 39 27 48
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Contagens de timécitos Foxp3®, por campo, na medula timica de 46 timos humanos.
(concluséo )

Células Foxp3 * por campo

Registro
1 3 4 5 6 7 8

3393534 12 18 12 21 22 12 18 29 34
3082849 50 46 35 41 57 37 51 48 45
3213056 41 47 45 33 59 47 43 51 38
2821826 39 31 26 42 22 30 25 40 30
3177858 32 39 41 46 52 35 40 53 60
2851008 37 29 40 42 51 38 38 28 36
3175472 38 38 48 55 51 42 39 31 31
4510135 113 70 65 66 62 48 48 38 57

752240 34 42 24 41 38 25 66 37 30
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ANEXO B.3 — Contagens de células epiteliais AIRE*, por campo, na medula timica

de 15 timos provenientes de criancas com sindrome de Down.

Células AIRE * por campo

Registro
1 4 5 6 8
3888690 0 0 3 3 1 2 3 0 4
4191404 9 10 2 7 5 4 4 4 9
4707745 0 1 0 0 1 0 0 0 1
3660729 1 1 0 1 0 1 1 1 2
3657361 4 7 1 1 3 1 3 1 2
3161420 2 3 1 2 1 1 3 1 0
4078608 11 5 10 3 4 7 2 7 4
3886379 1 3 1 5 6 5 2 7 8
4564448 8 6 4 2 5 7 6 7
4423666 5 9 3 10 6 14 20 12 6
3710920 15 7 15 12 13 7 11 6 6
4018427 14 16 10 6 16 5 18 10 8
3324370 6 8 4 3 1 0 0 4 8
3314480 13 11 9 9 3 5 12 3 1
3461351 1 6 1 1 2 2 3 4 2
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ANEXO B.4 — Contagens de timdcitos Foxp3*, por campo, na medula timica de 15
timos provenientes de criancas com sindrome de Down.

Células Foxp3 * por campo

Registro
1 2 3 4 5 6 7 8
3888690 50 25 38 38 23 28 24 19 20
4191404 58 72 50 66 89 50 98 55 74
4707745 15 17 21 18 25 15 31 22 16
3660729 21 22 31 19 37 17 29 33 35
3657361 39 42 24 38 30 32 37 37 54
3161420 17 20 22 35 22 32 27 31 23
4078608 138 79 75 53 82 65 95 68 71
3886379 67 89 66 71 53 63 64 72 88
4564448 97 140 100 94 81 68 73 68 81
4423666 107 69 66 49 52 80 78 59 89
3710920 91 118 90 110 93 101 150 110 98
4018427 54 56 78 84 92 64 59 63 46
3324370 19 17 12 11 17 15 12 11 10
3314480 43 32 70 36 70 67 30 49 60
3461351 6 16 12 11 17 10 16 15 12
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ANEXO C.1 — Producéo bibliogréfica: Publicagéo

Lima FA, Carneiro—Sampaio M. O papel do timo no desenvolvimento do sistema
imune. Pediatria (S&o Paulo). 2007;29:33-42.
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