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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.



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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CAPiTULO 1

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).
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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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CAPiTULO 1

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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CAPiTULO 1

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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CAPiTULO 1

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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CAPiTULO 1

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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CAPiTULO 1

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).

[%]

100 7777 77777777777
90 connective tlsasus

is adipose tiasue

50 lymphoeytic perivascular space

304 medulla

m‘& cortex

0 20 30 40 SO 60 70 80 S0 100
[years]

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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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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