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Resumo

TERRA-GRANADO, Eugénia. Participacao da proteina prion celular na diferenciacéao
e migracao intratimica de linfécitos T. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biologicas — Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2009

A proteina prion celular (PrP€) é expressa constitutivamente em diferentes
orgados do sistema nervoso, mas também no sistema imune, incluindo-se, em
particular, o timo. Funcionalmente, tem sido sugerido seu envolvimento em
processos como protegcdo contra apoptose, neuritogénese, metabolismo do ion
cobre, e ativacdo de linfocitos T. Além disso, sua interagcdo com laminina parece
estar envolvida em processos de adesido neuronal, extensdo e manutencado de
neuritos. Ainda assim, seu papel funcional ndo foi totalmente elucidado. Neste
trabalho, analisamos uma possivel participagdo de PrP® na diferenciagdo e
capacidade migratéria de timécitos provenientes de camundongos com diferentes
niveis de expressdo da PrP®. Nossos resultados mostram que camundongos super-
expressando PrP° (Tga20) apresentam intensa hipoplasia timica, com bloqueio
parcial de diferenciagdo de timdcitos no estagio DN3 (de fendtipo CD4'CD8
CD25'CD44), e diminuigdo nas subpopulagdes subseqlientes. As subpopulagbes
duplo-positivas CD4"CD8", assim como os timdcitos simples positivos CD4" ou CD8”
do camundongo Tga20 apresentam aumento de morte celular, explicando em parte
0 pequeno numero de células encontrado nestes estagios de desenvolvimento.
Linfonodos dos animais com super-expressdo de PrPC apresentam diminuigdo no
numero de linfécitos Tap e aumento nos linfécitos Tyd. Verificamos ainda que
animais apresentando variacido na expressdo de PrP® possuem respostas
migratdrias alteradas frente a diferentes estimulos, incluindo laminina, fibronectina e
a quimiocina CXCL12. Em conclus&o, nossos resultados mostram que PrP® modula
diferentes processos bioldgicos fundamentais no desenvolvimento de linfocitos T.
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Abstract

TERRA-GRANADO, Eugénia. Participacao da proteina prion celular na diferenciagcao
e migracao intratimica de linfécitos T. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em
Ciéncias Biologicas — Biofisica) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2009

The cellular prion protein (PrP€) is constitutively expressed in different
organs of the nervous system, but also the immune system and, particularly, in the
thymus. Functionally, it has been suggested a role for PrP° in protection against
apoptosis, neuritogenesis, ion cupper metabolism, and T lymphocyte activation.
Moreover, its interaction with laminin seems to be involved in neuronal adhesion, as
well as neurite extension and maintenance. Nevertheless, its biological functions
have not been completely clarified so far. In the present work, we evaluated the
possible participation of PrP® in thymocyte differentiation and migration, analysing
thymocytes from mice expressing different PrP® levels. We showed that mice
overexpressing PrP® present an intense thymic hypoplasia with a partial
developmental arrest at DN3 stage of thymocyte differentiation (with the phenotype
CD4 CD8CD25"CD44°), and a reduction of the subsequent subpopulations. The
CD4'CD8" double-positive as well as the CD4" or CD8" subsets from PrP° transgenic
mice exhibit an increase in cell death, partially explaining the reduced cell numbers
found in these subsets. Moreover, lymph nodes from mice overexpressing PrP° show
a decrease in TCRaf lymphocyte numbers and an increase in TCRyd T
lymphocytes. We also noticed, in mice with an imbalance in PrP® expression, altered
migratory responses to distinct stimuli, including laminin, fibronectin and the
chemokine CXCL12. In conclusion, our results show a PrP® modulation in essential
biological processes during T lymphocyte development.
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1. INTRODUGAO

No presente trabalho, avaliamos a participagdo da proteina prion celular (PrP°) na
diferenciagdo e migracéo intratimica de linfocitos T. Varios trabalhos sugerem a
participacdo dessa molécula na ativagdo de linfécitos T, além de ja ter sido
demonstrada sua expressdo no timo, tanto no compartimento microambiental,
quanto em timocitos. Por outro lado, PrP° interage com a molécula de matriz
extracelular laminina, a qual, por sua vez, desempenha um papel relevante na
migracao de linfécitos T, no timo e em 6rgaos linféides periféricos. Em conjunto, tais
dados nos levaram a analisar a possivel fungdo de PrP° nos processos de
diferenciagdo e migracado intratimica de linfocitos T. Para realizar tal analise
utilizamos camundongos com diferentes niveis de expressao da molécula, dando-se
énfase ao processo de diferenciacao de linfécitos T no timo desses animais, e a
capacidade migratéria desses timdcitos, frente a diferentes estimulos.

A seguir, apresentaremos uma série de dados e conceitos, fundamentais para o

entendimento dos resultados apresentados posteriormente.

1.1. Prion

O conceito de que proteinas corrompidas do hospedeiro poderiam agir como
patdgenos infecciosos foi primeiramente sugerido em 1967, por Griffith, que tentava
entender o scrapie (doenga neurodegenerativa encontrada em ovelhas e cabras)
(Griffith, 1967). A sigla prion, derivada de particula infecciosa proteinacea (do Inglés
proteinaceous infectious particle), foi sugerida em 1982, por Stanley Prusiner para
designar o patégeno infeccioso responsavel pelo scrapie. Esta enfermidade pode ser

incluida entre as encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) ou doencgas
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causadas por prion, doengas neurodegenerativas que acometem tanto humanos
quanto animais (Prusiner, 1982).

A busca pelo agente infeccioso responsavel pelas TSEs levou a intensas discussdes
e muitas teorias (Stockel et al., 1998). No entanto, algumas caracteristicas fisico-
quimicas do material purificado a partir dos tecidos infectados mostraram que o
agente infeccioso € composto apenas por proteina, na auséncia de acidos nucléicos.
Tais caracteristicas incluem alta resisténcia a tratamentos quimicos e fisicos
capazes de inativar acidos nucléicos, como UV, tratamento com nucleases, hidrolise
por cations divantes e modificagdes quimicas (Alper et al., 1967; Bellinger-Kawahara
et al.,, 1987). Incluem também a inativacdo do material purificado através de
tratamentos especificos para proteinas, como digestdo por proteases (como uma
funcdo da concentragdo enzimatica, temperatura e tempo de digestdo), inativagcéao
por SDS (sodium dodecil sulphate) e inativagao por fenol e uréia (Prusiner, 1982).
Estudos de clonagem de cDNA obtido a partir de extratos cerebrais de animais
infectados, levaram ao isolamento do gene de prion (Prnp). Ao contrario do
esperado, descobriu-se que este era um gene constitutivo do hospedeiro e ndo um
gene derivado de um patogeno (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Isso
levou ao reconhecimento da existéncia de pelo menos duas isorfomas da proteina
prion, aquela encontrada apenas em animais infectados, denominada prion scrapie
ou PrP®¢, também conhecida como PrPres pela maior resisténcia a degradacéo por
proteinase K, e a isoforma codificada pelo gene Prnp denominada proteina prion
celular ou PrPC, encontrada também em tecidos de animais ndo infectados. A
existéncia de duas isoformas esta relacionada a alteragdes pos-transcricionais nas
estruturas secundarias: PrP® é rico em o-hélices, com pouquissimas folhas B-

pregueadas, enquanto PrP°® apresenta uma quantidade maior de folhas pB-
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pregueadas. Assim, apesar de possuirem a mesma sequéncia de aminoacios
(Basler et al., 1986), as isoformas PrPS® e PrP° apresentam algumas diferencas
marcantes entre si. 1. Estruturas secundarias distintas: PrP®C possui em torno de
30% de a-hélice e 45% de folha B-pregueada, enquanto PrP® possui em torno de
40% de a-hélice e 3% de folha B-pregueada (Pan et al., 1993). 2. Degradagao por
proteinase K: PrPSC apresenta maior resisténcia a degradagao por proteinase K,
mantendo um nucleo de 27-30 kDa apds o tratamento com a enzima, ao passo que
PrP° ¢ sensivel a degradacdo (Oesch et al., 1985). 3. Solubilidade em detergentes:
PrPS¢ ¢ insoltivel em detergentes, enquanto PrP° ¢ facilmente solGvel em condigdes
ndo-desnaturantes (Meyer et al., 1986). 4. Distribuicdo tecidual: os padrdoes de
actimulo de PrP®® no cérebro sio diferentes da distribuicdo de PrP® (Taraboulos et
al., 1992).

As diferencas estruturais entre as proteinas levaram a sugestao de que a conversao
de o-hélices em folhas B na formacdo de PrP°C seria um evento essencial na
propagacdo da doenca (Pan et al., 1993). A conversdo de PrP® em PrpsC©
provavelmente ocorre na superficie celular e/ou ao longo da via endocitica através
de um mecanismo de polimerizagao especifico. Em uma primeira fase, agregados
ordenados ou “sementes” de PrPC se ligariam a PrP® e, em uma segunda fase,
PrP° seria alterado conformacionalmente em mais PrPSC, através de um processo
ainda pouco compreendido (Priola & Vorberg, 2006).

Posteriormente, a impossibilidade de infeccdo em camundongos nocautes para o
gene Prnp demonstrou a necessidade da presenca de PrP° e fortaleceu a hipétese
de que a infecgdo ocorreria através da interagdo entre PrP° e a isoforma infectante
PrpsC© (Bueler et al., 1993). Porém, a primeira demonstragdo de que particulas

infecciosas de prion poderiam ser geradas in vitro, veio no artigo de Castilla e
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colaboradores em 2005. Neste trabalho foi utilizada a técnica de PMCA (do Inglés,
protein misfolding cyclic amplification) que consiste na mistura de uma quantidade
minima de material infectante com homogenato de cérebro ndo infectado, em ciclos
de diluicdo e sonicagdo. Ao final do processo sdo produzidas moléculas de PrPS¢
infectantes, em uma quantidade dependente do numero de ciclos, como na reacao
em cadeia pela polimerase (PCR). Devido ao enorme numero de dilui¢des utilizadas
as moléculas de PrPS® nao apresentam tracos do material infectante inicial,
demonstrando sua origem a partir da conversdo de PrP® em PrPSC. Este estudo
mostrou ainda que as moléculas de PrP°C produzidas apresentam as mesmas
propriedades estruturais e bioquimicas que a proteina associada a doencga, e sao
capazes de infectar animais normais, levando a uma doenga com caracteristicas
clinicas, histolégicas e bioquimicas idénticas aquela produzida pelo agente
infeccioso inicial.

Outro trabalho que contribuiu conceitualmente com a hipotese da conversao por

interacdo entre proteinas, demonstra a produgao in vitro de PrpsC©

, Sem um nucleo
inicial de material infectante, utilizando componentes minimos que incluem
moléculas de PrP® nativas altamente purificadas, moléculas lipidicas purificadas
juntamente com PrP® e polianions sintéticos, como moléculas de RNA poli(A), os
quais estimulam a conversdo espontanea de PrP® em PrPSC (Deleault et al., 2007).
Esse tipo de conversao pode representar um equivalente in vitro da doenga de

Creutzfeldt-Jacob esporadica, a qual é aceita como uma forma espontidnea de

doenca causada por prions em humanos (Caughey et al., 2009).

22



23

1.1.1. Encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSES)

As doengas causadas por prion ou TSEs, sdo enfermidades neurodegenerativas
fatais caracterizadas por perda do controle motor, deméncia e paralisia (Cordeiro et
al., 2001). Em humanos, elas incluem a doenga de Creutzfeldt-dJakob (CJD), a
doenca de Gerstmann-Straussler-Scheiker (GSS), a ins6nia familiar fatal (Griffith,
1967) e o kuru. As TSEs também sdo observadas em animais, tendo sido
primeiramente detectado o “scrapie” em ovelhas, e no gado bovino, a encefalopatia
espongiforme bovina (BSE) (Jackson & Collinge, 2001). Outras espécies também
podem ser acometidas com doencas causadas por prion, como alces (Spraker et al.,
2004) e, apos infeccao experimental, hamsters e camundongos (Stockel et al.,
1998).

Formas esporadicas da doenca de Creutzfeldt-Jakob (sCJD) sdo os casos mais
comuns de TSEs, com uma taxa de mortalidade de 1-2 casos por milhdo de pessoas
por ano, com um pico de incidéncia em individuos com 60-70 anos (Ladogana et al.,
2005b). Cerca de 10 a 20 por cento dos casos de sCJD ocorrem em familias, sendo
observadas mutagdes na regido codificadora do gene da proteina prion, Prnp,
sugerindo uma doenga monogénica, ao contrario da maioria das doencas
neurodegenerativas (Ladogana et al., 2005a). Outras TSEs familiares mais raras
também relacionadas a mutagdes no gene Prnp sdo a doenga de Gerstmann-
Straussler-Sheinker e a insénia familiar fatal (Pocchiari et al., 2009).

As doencgas causadas por prion também podem ter origem infecciosa, como na CJD
iatrogénica (iCJD) e no kuru. A transmissao iatrogénica de CJD ocorreu
principalmente devido a esterelizagcao inapropriada de instrumentos neurocirurgicos,
e a transplantes de material contaminado, originado de cadaveres resultando em

mais de 250 casos de CJD iatrogénica nos anos 70, com drasticas implicagdes para
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a pratica clinica (Aguzzi & Polymenidou, 2004). Ja o kuru, doenga encontrada na
tribo dos Fore em Papua Nova Guiné, onde prions eram transmitidos por um ritual
de canibalismo, esta atualmente quase totalmente extinto (Collinge, 2008).

Com inicio em 1986, a epidemia de BSE afetou mais de 280.000 cabegas de gado,
gerando uma crise econbmica e sanitaria mundial, devido a alimentagdo do gado
com carne contaminada. Apesar de milhares de animais terem sido sacrificados na
Europa e outras partes do mundo a transmissao de BSE para humanos ocorreu nos
anos 90, causando a morte de 212 pessoas, a maioria jovem, em decorréncia de
uma nova doenga causada por prion, a forma variante da CJD (vCJD) (Nuvolone et
al., 2009; Will et al., 1996). Apesar da estabilizacao e diminuicdo na incidéncia de
vCJD (Andrews et al., 2003), novos dados indicam a necessidade de maior vigilancia
e conhecimento sobre as TSEs. Nesse sentido, relatou-se a ocorréncia de
transmissao horizontal de vCJD por transfusao sanguinea (Aguzzi & Glatzel, 2006;
Hewitt et al., 2006; Llewelyn et al., 2004), e a potencial existéncia de periodos longos
de incubacado. Nesse ultimo caso, estao os trabalhos recentes sobre pacientes com
kuru de Nova Guiné, indicando que heterozigose no cédon polimérfico 129 (129
M/V) do gene prnp pode levar a periodos de incubacédo superiores a 50 anos
(Collinge et al., 2006).

A neurodegeneracao nas TSEs é caracterizada no sistema nervoso central (SNC)
por modificacées vacuolares em prolongamentos citoplasmaticos e corpos celulares
de neurdnios da substancia cinzenta com perda neuronal, acompanhada de
proliferacdo de astrocitos. A patologia também inclui ativacdo em larga escala e
proliferacdo de células da microglia (Aguzzi & Heikenwalder, 2005). E observado
ainda acumulo de PrP%¢ em tecidos neuronais, formando placas amiléides, e em

alguns casos, acumulo também em tecidos linféides (Aucouturier & Carnaud, 2002).
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1.1.2. Caracteristicas gerais da proteina prion celular

PrP® ¢ codificada por um Unico gene, Prnp, localizado no cromossoma 2 em
camundongos e no cromossoma 20 em humanos (Flechsig & Weissmann, 2004).
Este gene apresenta dois éxons em hamsters e humanos, sendo que o segundo e 0
terceiro éxons, respectivamente, codificam a proteina inteira com aproximadamente
250 aminoacidos. O gene de PrP® foi encontrado em todos os vertebrados
estudados, sendo altamente conservado (Rongyan et al., 2008; Wopfner et al.,
1999). O promotor do gene Prnp ndo contém uma regido TATA Box, mas uma
regido rica em GC, que se assemelha ao sitio de ligagao ao fator de transcricao SP1
encontrado em genes housekeeping (Basler et al., 1986).

PrP® é uma proteina de superficie ligada & membrana através de uma ancora de
GPI (glicosilfosfatidilinositol) e possui dois sitios de glicosilagao (Stahl et al., 1987).
Como revelado por sua estrutura atdmica em ensaios de ressonancia magnética
nuclear (NMR), a molécula de PrP® madura contém um dominio carboxi-terminal
globular bem definido que compreende os residuos 127-231 (numeracao para
camundongos), consistindo de trés a-hélices e duas folhas [ antiparalelas
(Hornemann et al., 1997; Riek et al., 1997), além de uma regido amino proximal
menos definida estruturalmente, e que apresenta um trecho com cinco repeti¢cdes de
oito residuos de aminoacidos (PHGGGWGQ), a qual contém sitios de ligagao ao ion
Cu?* (Riek et al., 1997). Outros sitios de ligacdo a Cu?* também foram sugeridos
como os residuos de histidina 96 e 111, adjacentes a regidao de repetigdo dos
octapeptideos (Jackson et al.,, 2001), além de histidinas no dominio C-terminal
estruturado (Cereghetti et al., 2001; Colombo et al., 2008).

Estudos de NMR apresentam PrP® com uma estrutura monomérica. No entanto,

dados obtidos a partir da cristalizacdo de PrP® sugerem a dimerizagdo da molécula
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(Knaus et al., 2001). Dimeros de PrP® também foram sugeridos em outros trabalhos,
que indicam o dominio interno hidrofébico como um possivel sitio de dimerizagao
(Warwicker, 2000) que estaria implicado na protegdo contra estresse oxidativo
(Rambold et al., 2008).

Modificagbes pods-traducionais incluem acoplamento da &ncora de GPI e adicdo de
cadeias de oligosacarideos em Asn 180 e/ou Asn 197 (Ermonval et al., 2003). A
molécula de PrP® final pode ndo ser glicosilada ou ser mono ou di-glicosilada, com
as trés formas presentes nos tecidos onde PrP® é expressa, embora as proporcdes
possam variar. Apdés a saida do complexo de Golgi, PrP® é transportada para a
superficie celular, onde sua ancora de GPI permite sua entrada preferencialmente
em dominios de lipid rafts (Stahl et al., 1987; Taylor & Hooper, 2006). Em neurdnios,
foi demonstrado que PrP® é continuamente reciclada entre a superficie celular e
compartimentos endossémicos. Foi sugerido que PrP° saia dos lipid rafts, para
regides da membrana soluveis em detergente, entre em vesiculas endociticas, e
recicle de volta para a superficie através de compartimentos perinucleares, todo o
ciclo durando em torno de 6-10 minutos (Morris et al., 2006; Sunyach et al., 2003).
Além de ligada @ membrana celular pela ancora de GPI, PrP® também pode ser
encontrada no meio extracelular, como foi observado em linhagens celulares, nas
quais em torno de 10-30% do pool de PrP° da superficie celular sdo liberados para o
meio (Borchelt et al., 1993; Harris et al., 1993), e em culturas primarias de
esplendcitos e neurdnios, nas quais 60-70% das moléculas de PrP® ligadas a
membrana sdo secretadas (Parizek et al., 2001). PrP® também pode ser liberada
para o meio extracelular ou para outras células através de exossomas (derivadas de
vesiculas endossémicas) e microvesiculas derivadas de membrana (Liu et al., 2002;

Mattei et al., 2009; Porto-Carreiro et al.,, 2005). Em conjunto, estes fendmenos
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podem explicar a presenga de grandes quantidades de PrP® solGvel no plasma

(Parizek et al., 2001; Volkel et al., 2001; Ward et al., 2009).

1.1.3. Ligantes e possiveis funcdes de PrP¢

Recentemente, PrP® foi sugerida como uma plataforma dinamica na superficie
celular que participaria da reunido de modulos de sinalizagdo, a partir dos quais
interagbes especificas com ligantes e vias de sinalizagdo se traduziriam em uma
ampla gama de consequéncias fisiolégicas (Linden et al., 2008). Embora varias
moléculas tenham sido propostas como ligantes de PrP®, apenas para algumas
interacdes existem dados mais consolidados indicando respostas celulares
deflagradas pela interacdo com PrP® (Figura 1.1). Alguns destes ligantes serdo
descritos a sequir.

Utilizando a linhagem de neuroblastoma N2a ou células de rim transfectadas, foi
demonstrada a interacdo de PrP® com o receptor de laminina de 37/67kDa, na
superficie celular, assim como no interior da célula, tendo sido sugerida sua
participacdo no trafego intracelular de PrP® e na sua internalizagdo a partir da
membrana (Gauczynski et al., 2001; Nikles et al., 2008). Essa interagao pode ocorrer
diretamente entre as duas moléculas, ou ocorrer de forma dependente de heparan
sulfato (Hundt et al., 2001). PrPC se liga a heparina e heparan sulfato através de pelo
menos trés dominios, um dos quais € o sitio de ligacdo entre o receptor de laminina
e PrP®, dependente de heparan sulfato (Warner et al., 2002; Horonchik et al, 2005).
Dessa forma foi sugerido um complexo formado por PrP°, o receptor de laminina de
37/67 kDa e heparan sulfato na superficie celular (Hundt et al., 2001). Outro ligante
de PrP® também envolvido em adesao celular é a molécula de matriz extracelular

vitronectina. Esta interagdo é importante no crescimento axonal: em camundongos
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nocautes para PrP® foi observado um mecanismo compensatorio em neurdnios, que
apresentam uma maior atividade da integrina avp3, ligante de vitronectina (Hajj et
al., 2007). Foi demonstrada ainda a formagao de complexos entre PrP° e isoformas
da molécula de adesao neuronal (NCAM) (Schmitt-Ulms et al., 2001). A importancia
dessa interagao foi observada em processos como adesao celular e crescimento de
neuritos (neurite outgrowth), sendo observado o recrutamento de NCAM para
regides de rafts de membrana e a ativagado da quinase da familia Src p59fyn apods
interacdo de NCAM com PrP® (Mange et al., 2002; Santuccione et al., 2005).

Entre os diversos ligantes ja descritos, cobre esta entre os mais aceitos, havendo
um grande numero de trabalhos que descrevem tal ligagdo e buscam seu papel
fisiologico, o qual, no entanto ainda continua em debate (Davies & Brown, 2008). O
ion Cu™ é essencial para o funcionamento de enzimas metabolicas importantes,
porém na forma livre é altamente citotoxico, podendo gerar espécies reativas de
oxigénio (Berlett & Stadtman, 1997). Muitos trabalhos sugerem que a funcéo
protetora de PrP® contra danos oxidativos, esteja relacionada a sua interagdo com
Cu™, funcionando como uma proteina ligadora de cobre na membrana e no
transporte para o interior da célula. No entanto, os dados da literatura sao
conflitantes quanto & fungdo de PrP® no metabolismo do cobre. Nesse sentido,
observou-se que camundongos deficientes em PrP® apresentam menores
concentragdes intracelulares de Cu’™ e niveis mais baixos de atividade Zn/Cu
superoéxido-dismutase (SOD) quando comparados a camundongos normais; além
disso, cultivos de neurbnios obtidos desses animais sdo mais sensiveis a estresse
oxidativo do que neurbnios selvagens, além de serem mais susceptiveis a morte por
apoptose (Brown, 2001; Brown & Sassoon, 2002). Também foi observado que Prp°

recombinante remodelada na presenga de Cu™" apresenta atividade de SOD (Brown,
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1999). Estes dados s&o debatidos por outros autores, que n&o encontraram
atividade de SOD diminuida em camundongos PrP® nocautes (Waggoner et al.,
2000), nem atividade SOD em PrP® recombinante (Jones et al., 2005; Sakudo et al.,
2003) ou mesmo em animais superexpressando PrP®, cruzados com animais
deficientes ou superexpressando SOD (Hutter et al., 2003).

Outra possibilidade ¢ que PrP® funcione como uma proteina de ligagdo a Cu™
(Stockel et al., 1998), podendo tal ligagao estar relacionada a internalizagao de Prp°
apos exposicéo a Cu™™, gerando sinal para inicio de defesa antioxidante (Vassallo &
Herms, 2003). Niveis reduzidos de enzimas antioxidantes ja foram observados em
neurdnios deficientes em PrP® (White et al., 1999). Por outro lado, a expressio
aumentada de PrP® parece aumentar tais defesas antioxidantes (Rachidi et al.,
2003), ao passo que estresse oxidativo e exposi¢cao a cobre induzem aumento na
expressdo de PrP® (Brown & Besinger, 1998; Varela-Nallar et al., 2006). Estas
mudangas podem constituir mecanismos alternativos de resisténcia a estresse
oxidativo dependente de PrP®. Dessa forma, embora a ligacdo de cobre a PrP®
paregca ser importante na resisténcia celular a estresse oxidativo, os mecanismos

ainda sao controversos (Linden et al., 2008).
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Figura 1.1. Ligantes da proteina prion celular. A seqiiéncia traduzida de PrP® esta
esquematizada como uma forma de bastdo (rodlike shape), com dominios principais
mostrados em cores (nlimeros para residuos de aminoacidos como para PrP¢ de
camundongo). SP — peptideo sinal; OR — dominio de repeticao de octacpeptideo; CC —
cluster carregado; HD — dominio hidrofébico; H1, H2, H3 — dominios de alfa hélices; GPIlp —
peptideo de sinalizagc&o para ligagcdo a ancora de GPI. Estrelas amarelas indicam a posigcao
de residuos de glicosilagdo nos aminoacidos 180 e 196. Cada ligante esta indicado junto
com os residuos de aminoacidos que contém que os dominios de ligagdo no PrP°® de
camundongo. GAG - glicosaminoglicanas; HS — heparan sulfato; LRP1 — low-density
lipoprotein related protein; LRP — proteina precursora do receptor de laminina; LR — receptor
de laminina; Pint1 — prion protein interactor 1; EXO — dominio de exonucleases; CK2 —
caseina quinase 2; Grb — growth factor receptor-bound protein/ Syn1b — synapsin 1b; APLP1
— amyloide precursor-like protein 1; Nrf2 — nuclear factor E2-related factor-2; GASP — G
protein-coupled receptor-associated sorting protein; Fbx — F-box only; HnRNP -
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein; AldC — aldolase C/zebrin. Dados de proteinas
humanas, de hamsters ou gado bovino foram transpostos para seqiéncias de

camundongos. Modificado a partir de Linden et al, 2008.
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Outra interagdo de PrP® com conseqiiéncias fisiolégicas importantes ocorre com a
proteina 1 induzida por estresse (do Inglés stress-inducible protein-1, STI-1) também
conhecida como co-chaperona organizadora de Hsp70/Hsp90 (Hop). Esta proteina
de choque térmico foi primeiramente descrita formando um complexo
macromolecular com as proteinas da familia das chaperonas Hsp70 e Hsp90
(Scheufler et al., 2000). A descoberta da interacdo de STI-1 com PrP® ocorreu
através da produgdo de um peptideo (PrR) capaz de interagir com PrP® com alta
afinidade, desenhado a partir da teoria de hidropatia complementar. Utilizando este
peptideo foi produzido um antissoro, o qual reconheceu uma unica proteina ligadora
de PrP® em extratos cerebrais (Martins et al., 1997), posteriormente identificada
como a proteina STI-1 (Zanata et al., 2002). Foi demonstrado que a interagcao
PrP®/STI-1 atua tanto na diferenciagdo neuronal, utilizando neste processo a via de
MAPK, quanto na sobrevivéncia neuronal, utilizando para isso a via de PKA (Chiarini
et al., 2002; Lopes et al.,, 2005; Zanata et al.,, 2002). Outro dado que reforca a
participacao de PrP° e seu ligante STI-1 na sobrevivéncia neuronal mostra que estas
duas proteinas sao produzidas como fatores solluveis por culturas primarias de
astrocitos, sendo importantes na sobrevivéncia neuronal, em modelos de co-cultura
(Lima et al., 2007).

Também foi demonstrada a interagdo de PrP® com a molécula de matriz extracelular
laminina. Tal interacdo € especifica e saturavel, apresentando uma alta afinidade
(maior mesmo do que a interagcdo de laminina com integrinas) com um Kd de 2x10°
8M (Graner et al., 2000a). PrPC se liga & por¢éo C-terminal da cadeia y-1 de laminina
(Graner et al., 2000a), e laminina interage com a regido entre os aminoacios 173 e

182 de PrP° (Coitinho et al., 2006). Funcionalmente, esta interagdo modula a adesao
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neuronal e a extensdo e manutenc&o de neuritos estimulada por laminina (Graner et
al., 2000a; 2000b). Esta interagdo esta ainda relacionada a consolidagdo da
memoria, sendo essa fungdo mediada pela ativagdo das vias de sinalizagdo de PKA
e ERK1/2 (Coitinho et al., 2006). O mesmo grupo também demonstrou a importancia
da interagdo PrP°laminina na relagdo de astrocitos com neurbnios (Lima et al.,
2007). Nesse trabalho, observou-se que astrécitos obtidos de camundongos
selvagens promovem um maior nivel de neuritogénse, quando comparados a
astrocitos obtidos de camundongos nocautes para PrPC. Este efeito poderia ser
decorrente do diferente padrao de deposicao de laminina entre os astrécitos dos
dois camundongos, apresentando um padrao fibrilar nos selvagens e uma
distribuicdo pontual nos nocautes. Como PrP® e laminina sdo expressos também em
outros tecidos, além do SNC, é possivel que a ligagao entre as duas moléculas seja
importante em outros sistemas bioldgicos, entre os quais o sistema imune, o qual
guarda diversas similaridades com o sistema nervoso (Savino & Dardenne, 1995;
2000).

Tendo em vista os dados discutidos acima, vemos que PrP® atua em processos
como protecao contra estresse oxidativo, adesao celular, diferenciacao, sinalizagao
e sobrevivéncia neuronal, em fungao de suas interagdes com os diferentes ligantes.
Dessa forma & possivel que PrPC faga parte de um complexo multiprotéico, e devido
a sua localizagao, possa fazer a conexao de sinais oriundos da matriz extracelular

com o interior da célula, como ilustrado na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Complexo protéico multi-funcional envolvendo a proteina prion celular.
Estdo representadas no esquema, interagdes de PrPc com alguns de seus ligantes como
laminina, STI-1, ion cobre (Cu™) e receptor de laminina. A participagdo de integrinas em tal

complexo ainda nao foi comprovada experimentalmente (Martins et al., 2002).

1.1.4. Distribuic&o tecidual da proteina prion celular

O principal sitio de expressdo de PrP® é o sistema nervoso central, onde é
encontrada em regides como cortex cerebral, hipocampo, nucleo estriado, bulbo
olfatorio, hipotalamo, cerebelo e tronco cerebral (Bendheim et al., 1992; Lemaire-
Vieille et al.,, 2000). No entanto, seu conteudo varia entre regides distintas do
cérebro, entre tipos celulares diferentes, e entre neurbnios com fendtipos
neuroquimicos distintos. Foi demonstrada expressdo de PrP® em neurdnios,
microglia e astrocitos, embora expressao na glia ndo tenha sido observada por todos
os grupos (Ford et al., 2002; Laine et al., 2001). A expressdo de PrP® no corpo

celular de neurbnios e em prolongamentos citoplasmaticos distais, sugere que a
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molécula possa trafegar no interior dos neurdnios (Stahl et al., 1987; Stockel et al.,
1998).

PrP® também é encontrada em diversos outros tecidos como no coragdo, musculos
estriados, pancreas, pulmao, testiculos, utero e rins (Bendheim et al., 1992; Horiuchi
et al., 1995; Lemaire-Vieille et al., 2000). Apds vasta investigagcdo sobre o nivel de
RNAm e de proteina PrP® em diversos 6rgaos, Ford e colaboradores sugerem que
embora presente em diferentes tecidos, sua expressdo em altos niveis € observada
apenas em discretas subpopulagdes celulares. Entre tais subpopulagdes se
destacam aquelas envolvidas em interagbes neuroimunes, incluindo pequenos
nervos aferentes na pele e lamina propria do trato aéreo e digestivo, ganglios e
nervos simpaticos, células dendriticas, células dendriticas foliculares e
subpopulagdes de linfécitos ativados particularmente na pele, intestino e tecido

linféide associado aos brénquios (Ford et al., 2002).

1.1.5. Sistema imune e proteina prion celular

A relacao entre prions e sistema imune é complexa. A falta de uma resposta imune
clara nas TSEs é vista como tolerancia a PrP®®, ja que possui a mesma seqiiéncia
de aminoacios que a isoforma constitutiva PrP®. Além disso, o sistema imune
contribui para a patogénese através da amplificagcdo dos niveis de prion nos
compartimentos linféides, e através da possivel participacdo de células do sistema
imune como uma das vias de acesso de PrPSC ao SNC (Aguzzi et al., 2008). Dessa
forma, estudos sobre PrP® no sistema imune podem levar a novos conhecimentos
sobre a patogenia periférica das doengas causadas por prion, além de desvendar as

funcdes dessa molécula no sistema imune (Isaacs et al., 2006).
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1.1.5.1. Expressao de PrP® no sistema imune

Varios trabalhos apontam para a importancia de PrP® na fisiologia do sistema imune
(Isaacs et al., 2006). Na medula éssea a expressdao dessa molécula ja foi
demonstrada em células progenitoras iniciais, megacariocitos, mondcitos e
granulécitos em diferenciagao (Ford et al., 2002; Liu et al., 2001). Um trabalho muito
interessante sugere PrP® como um marcador de células tronco hematopoiéticas
(HSCs) murinas com maior potencial de auto-renovacgao, além de mostrar que HSCs

obtidas de camundongos nocautes para o gene Prnp (PrnpO’O)

apresentam menor
potencial de auto-renovagao apds transplantes em camundongos irradiados (Zhang
et al., 2006). HSCs humanas CD34" também expressam PrP®, embora linfécitos e
mondcitos mantenham esta expressao apods diferenciacdo em células maduras,
enquanto que em granuldcitos a expressdo de PrP® diminui durante a diferenciagdo
(Dodelet & Cashman, 1998). De forma semelhante, precursores de granulécitos
CD43" Gr-1* obtidos de medula dssea murina expressam PrP® ao passo que
neutréfilos maduros nao (Liu et al.,, 2001). Por outro lado, o amadurecimento de
mondcitos e células dendriticas leva a um aumento na expresséo de PrP® (Burthem
et al., 2001; Durig et al., 2000; Martinez del Hoyo et al., 2006). Em conjunto esses
dados sugerem que durante o desenvolvimento das diferentes populagdes
leucocitarias a expressao de PrP® possa ser regulada de forma especifica para cada
populagdo, indicando assim uma possivel funcdo no desenvolvimento dessas
células.

Em orgdos linféides secundarios a expressdo de PrP® estd relacionada

principalmente a células dendriticas foliculares (as quais expressam altos niveis),
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células dendriticas e granulécitos (Cordier-Dirikoc et al., 2008; Ford et al., 2002). Em
camundongos foi sugerida uma expressdo diferencial de PrP® durante o
desenvolvimento de linfocitos, sendo observada maior expressao em linfocitos T em
desenvolvimento no timo e em precursores de linfécitos B na medula 6ssea. A
expressdo de PrP® em linfécitos maduros do baco e linfonodos € mais restrita, onde
10-15% de células B maduras, 10-15% de células T CD4+ e 5-7% de células T
CD8+ expressam PrP® em suas superficies (Kubosaki et al., 2001; Liu et al., 2001).
No entanto, em humanos, a expressao de PrP° em linfécitos T e B no sangue é alta,
havendo um aumento dos niveis de PrP® com a idade (Li et al., 2001; Politopoulou et
al., 2000). A expressdo de PrP® é maior em linfécitos T sangliineos, que em
linfécitos B, enquanto células CD8* expressam PrP® em niveis um pouco mais altos
do que linfocitos CD4™ (Durig et al., 2000; Politopoulou et al., 2000). A expresséo de
PrP® também é maior em células de meméria CD45RO", em comparacéo a linfocitos
T virgens CD45RA" (Li et al., 2001). Ainda em humanos, PrPC foi descrita em células
NK (natural killer), plaguetas, mondcitos, células dendriticas e células dendriticas
foliculares (lsaacs et al., 2006), tendo sido observado aumento de expressao

particularmente durante diferenciagao de células NKT humanas (Durig et al., 2000).

1.1.5.2. Funcdes de PrP° no sistema imune

A participacdo de PrP® no processo de ativacdo de linfocitos T e no controle da
resposta imune tem sido sugerida por diversos autores. Foi demonstrado que
durante a ativacdo de linfocitos T, ocorre aumento na expressdo de PrP® apods
estimulo com mitégenos como concanavalina A (ConA), fitohemaglutinina ou
anticorpos anti-CD3, ao passo que a proliferagdo e ativacdo estimulada por

mitdgenos ¢ inibida na presenca de anticorpos anti-PrP® (Cashman et al., 1990; Li et
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al., 2001). Nesse sentido, PrP° foi recentemente sugerido como marcador de
ativagao tardia de células T (Ingram et al., 2009).

Por outro lado, PrP® pode também ser importante na indugdo de respostas de
células T por APCs, ja que células dendriticas que ndo expressam PrP® apresentam
menor capacidade de induzir a proliferagdo de células T (Ballerini et al., 2006). O
que esta de acordo com o aumento da expressdo de PrP® em células dendriticas
apos ativagao, juntamente com outros marcadores de ativagdo como molécula MHC
de classe Il e CD86 (Ballerini et al., 2006; Martinez del Hoyo et al., 2006).

A co-localizagdo de PrP® com moléculas presentes no complexo TCR é um tema
ainda em debate. Alguns trabalhos mostram sua co-localizagdo e/ou
imunoprecipitagdo com moléculas como Fyn, Lck, Zap-70 e CD3 (Mattei et al., 2004;
Stuermer et al., 2004; Paar et al., 2007). Outros estudos apresentaram resultados
diferentes: Ballerini e colaboradores (2006) descreveram que embora PrP° se
acumule em sitios de contato célula T-célula dendritica durante estimulo via MHC,
ele ndo se co-localize com CD3, LFA-1 (leucocyte function antigen), CD43, LAT
(linker for activation of T cells) ou Thy1 (CD90). Além disso, foi demonstrado que o
silenciamento na expressdo de PrP® por siRNA (do Inglés small interference RNA)
nao teve efeito sobre a formacao de sinapse imunolégica em células T Jurkat (Paar
et al., 2007). Assim, a co-localizagdo de PrP® com componentes do TCR pode
refletir um efeito ndo especifico de formacao de agregados moleculares por ativagao
de componentes dos lipid rafts, mais do que uma fungdo especifica de PrP° na
sinapse imunoldgica.

Dados in vitro utilizando linhagens de camundongos nocautes para PrP® também
divergem quanto a necessidade da molécula para a ativacdo de células T. O

primeiro artigo, o qual utilizou a linhagem de camundongos nocaute denominada

37



38

Zurich | descreveu respostas a Con A normais (Bueler et al., 1992). Posteriormente,
outro estudo descreveu uma proliferagdo reduzida nos linfécitos T do mesmo
camundongo nocaute (Mazzoni et al., 2005). Além disso, estudos utilizando uma
segunda linhagem de camundongo nocaute também divergem. Mabbott e
colaboradores (1997) observaram resposta diminuida de esplendcitos frente a Con
A, enquanto respostas proliferativas normais apos ativacdo com Con A ou anti-CD3,
em linfécitos T da mesma linhagem foram observadas por outro grupo (Liu et al.,
2001).

Recentemente, experimentos in vivo utilizando os camundongos Zurich | geraram
dados mais contundentes sobre a fungdo de PrP® no sistema imune. Em um modelo
de sepse causada por Streptococcus pyogenes, esses camundongos nocautes
apresentaram uma maior contagem bacteriana no sitio de infeccdo do que animais
controle. Tal aumento pode estar relacionado a um menor aporte de neutrofilos.
Este evento é sugerido pela diminuicdo nos niveis séricos da quimiocina KC, a qual
apresenta quimioatragao para neutrofilos (Ingram et al, 2009). Além disso, em outro
estudo, utilizando um modelo de peritonite induzida por zimozan, também foi
encontrado em camundongos nocautes, um menor aporte de neutréfilos ao sitio
inflamatdrio (de Almeida et al, 2005), ilndicando que PrP° possa estar envolvida no
controle da migracgao leucocitaria.

No entanto, de forma aparentemente contraditéria, Ingram e colaboradores (2009)
observaram ainda que esses mesmos animais nocautes apresentavam bacteremia
reduzida, acompanhada por uma menor produg¢ao de citocinas inflamatérias. Como
discutido pelos autores, nesse modelo de sepse os superantigenos do S. pyogenes
induzem uma grande producdo de citocinas inflamatdrias, que levam ao choque.

Nos camundongos nocautes, foi observada uma menor producdo de citocinas
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inflamatorias, o que poderia estar protegendo o animal nesse modelo (Ingram et al,
2009). Dados do nosso laboratério mostram uma maior taxa de sobrevivéncia entre
0s camundongos Prnp® & infecgdo pelo Trypanossoma cruzi do que entre os
animais controle, e bem maior do que entre os animais super-expressando PrP®
(Berbert LR et al, dados ainda ndo publicados). Esses dados podem estar
relacionados a maior capacidade fagocitaria de macrofagos obtidos dos
camundongos Prnp®® (de Almeida et al, 2005).

Adicionalmente, dois estudos no modelo de encefalomielite autoimune experimental

(EAE) observaram exacerbagdo da doenca nos camundongos Prnp®® (

Ingram et al.,
2009; Tsutsui et al., 2008). No artigo de Tsutsui e colaboradores, uma analise mais
detalhada mostra um aumento no infiltrado inflamatério (com presenca de células
CD3%) e na producéo de citocinas inflamatorias, em comparagdo aos camundongos
controle.

Esses trabalhos sugerem que PrP® seja uma molécula envolvida no controle da
resposta imune, e mostram ainda o grau de complexidade nas relagdes
intercelulares em que essa molécula pode estar envolvida in vivo (Tsutsui et al.,

2008). A tabela 1 resume os dados atualmente disponiveis sobre expressao e papel

funcional da PrP° no sistema imune.

1.1.6. Proteina prion celular no timo

A expressdo de PrP® no timo foi demonstrada tanto no microambiente timico, quanto em
timécitos. No compartimento microambiental, PrP® foi detectado em células epiteliais timicas
do cortex e mais intensamente em células epiteliais timicas da medula (Ford et al., 2002),

alébm de células dendriticas CD8" (Martinez del Hoyo et al, 2006).
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Tabela 1.1. Distribuicdo celular e possiveis fungdes de PrP® no sistema imune.

Tipo celular ~ Fungéo Mecanismos Referéncias

Células Auto-renovacdo Transdugao de sinais Zhang et al, 2006

tronco de longa de sobrevida;

hematopoiéti duragéo Homing de células-

cas tronco via adeséo ao
estroma da medula
ossea

Timdocitos Diferenciagao Ligagao de cobre no  Jouvin-Marche et al,
timo 2006

Linfocitos T Ativagao Aumento na Cashman et al, 1990;
expressao de PrP° Ingram et al, 2009
apos ativacao do
complexo TCR
Co-localizacdo com Stuemer et al, 2004;
moléculas de Mattei et al, 2004
sinalizacao

Células Apresentacao Estabilizacao de Ballerini et al, 2006;

dendriticas de antigenos sinapse imunolégica Paar et al, 2007
Transdugao de sinais

Macréfagos  Fagocitose PrP® modula de Almeida et al,
negativamente a 2005
fagocitose

Neutrdfilos Diferenciacao Expressao de PrP° Dodelet & Cashman,
em precursores 1998

Resposta PrP°® altera de Almeida et al,
inflamatdria recrutamento para 2005

sitio de inflamacao

Quanto & expressdo de PrP® em timdcitos, existem alguns dados divergentes na

literatura. Kubosaki e colaboradores (2001) descreveram a expressdo de PrP® em

timocitos CD4'CD8” e em timdécitos fetais. No entanto, analisando timdcitos totais, Liu

e colaboradores (2001) relataram a expressao de PrP® na maior parte dos timécitos.

Mais recentemente, Jouvin-Marche e colaboradores (2006) observaram timaécitos

expressando PrP€ em todas as subpopulagdes analisadas. As diferengas em relagao

ao primeiro trabalho podem ser decorrentes do uso de diferentes clones de
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anticorpos anti-PrP®, ja tendo sido demonstrado que clones diferentes podem nao
reconhecer o mesmo tipo celular, provavelmente devido a disponibilidade de seus
epitopos especificos (Li et al., 2001).

Como discutido anteriormente, a funcdo de PrP® ainda ndo estd completamente
elucidada. No entanto, varios trabalhos indicam sua importancia na protecao contra
estresse oxidativo, além de sua provavel fungdo no sistema imune em diferentes
eventos como ativagédo de células T, fagocitose e migragcédo. No timo, todos esses
processos estdo envolvidos na maturacao de linfécitos T, sugerindo a participagao
de PrP° na fisiologia do érgdo. Além disso, a expressdo de PrP®, tanto em células
do microambiente timico quanto na superficie de timdcitos, fortalecem ainda mais
um possivel papel funcional de PrP® em processos essenciais como a diferenciacdo

e migracao de linfécitos T no timo.

1.2. Timo

O timo é um 6rgao linféide primario que possui um microambiente especializado na
diferenciacdo e maturacdo de linfécitos T. Na fase adulta, células precursoras
derivadas da medula 6ssea chegam ao timo e passam por um complexo processo
de selecdo e maturagdo, ao fim do qual ocorre a migracdo de timdcitos
positivamente selecionados para areas T dependentes nos 6rgaos linfoides
secundarios, tais como baco, linfonodos, placas de Peyer e tonsilas. Esse processo
inclui a expressdo sequencial de varios marcadores de membrana, como por
exemplo as moléculas acessorias CD4 e CD8, além de rearranjos de genes
envolvidos na geragcdo do chamado receptor clonal de célula T (TCR) (Ciofani &

Zuniga-Pflucker, 2007; Savino & Dardenne, 2000).
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O timo esta localizado no mediastino superior, sobreposto ao coracdo. E um 6rgao
bilobado que apresenta uma capsula de tecido conjuntivo, a partir da qual se
estendem septos para o interior do 6rgao, os quais irdo delimitar os l6bulos timicos.
Estes sao constituidos por uma regiao mais densa e periférica denominada cértex, a
qual possui grande numero de linfocitos imaturos (timdécitos) em diferentes estagios
de diferenciagao, e uma regido mais interna, denominada medula, onde se completa
o processo de diferenciagdo dos timoécitos (Figura 1.3). Entre esses dois
compartimentos, encontra-se a jungao cortico-medular, demarcada por grandes
vasos 0s quais vém acompanhando os septos que penetram no 6rgao a partir da
capsula. Em individuos adultos, € a partir dos vasos localizados na regido cortico-
medular, que células precursoras oriundas da medula 0ssea penetram no 6rgao

(Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007).

Figura 1.3. Secao histolégica de timo mostrando as regides de cértex e medula. Na
figura, é possivel visualizar uma regido de cértex, onde ocorre maior densidade celular, e
duas regides de medula, onde se observa menor densidade celular (Obtido a partir de
Contreiras et al., 2004).
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1.2.1. Microambiente timico

O microambiente timico é composto por células epiteliais timicas (TECs),
macrofagos, células dendriticas, fibroblastos,células endoteliais, etc, e por diferentes
proteinas de matriz extracelular produzidas pelas células do estroma (Anderson et
al., 2006; Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007; Savino et al., 2003).

As TECs constituem a maioria das células presentes no microambiente timico e,
sendo interconectadas por desmossomas, formam uma rede tridimensional
preenchida por timécitos em diferenciagcao (Nitta et al., 2008; Savino & Dardenne,
2000). O epitélio timico é um tecido heterogéneo em termos morfologicos,
fenotipicos e funcionais. As subpopulacées de TECs podem ser identificadas pela
sua localizacao e pela expresséao diferencial de citoqueratinas e outros marcadores.
Fenotipicamente, TECs corticais sao caracterizadas pela expressao de citoqueratina
(CK)-8, EpCAM1 (do Inglés Epithelial-cell-adhesion molecuel 1) e Ly51, expressando
ainda as moléculas MHC de classe | e Il (Anderson et al., 2007; Derbinski et al.,
2001). Estas células estdo relacionadas aos eventos de selegdo positiva,
apresentando neste sentido capacidade de processamento e apresentacdo de
antigenos, além de atividade proteossémica necessaria para a selegao positiva de
células T CD8" (Nedjic et al., 2008; Rezzani et al., 2008). Dentre as TEC corticais,
foram identificados alguns padrées morfologicos distintos. De especial interesse,
foram observados na regidao subcapsular tipos especializados de microambientes
que sao equivalentes estruturais ao complexo linfoepitelial nurse. As chamadas
células nurse do timo (TNC) correspondem a estruturas multicelulares complexas
formadas por uma célula epitelial timica, a qual, em camundongos, € capaz de

albergar de 20 a 200 timécitos (revisado em Villa-Verde et al., 1995).
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As TECs medulares apresentam fenotipo EpCAM+Ly51-, e também expressam
moléculas como CK5, MTS10, e ER-TR5 (Anderson & Jenkinson, 2001; van Ewijk,
1988), além de MHC de classe | e Il. Sdo células mais volumosas, com formato oval,
curtas extensdes citoplasmaticas e que apresentam muitas organelas no citoplasma.
O desenvolvimento e organizagdo anormal de TECs medulares sao frequentemente
associados a auto-imunidade (Naquet et al., 1999).

Aléem das TECs, outras células estromais s&o também encontradas no
microambiente timico, tais como células dendriticas, que possuem origem
hematopoiética, e estdo localizadas na regiao cértico-medular e na medula (Barclay
& Mayrhofer, 1981; van Ewijk, 1988). Ja macrofagos, que também possuem origem
hematopoiética, se localizam no coértex e na medula, estando envolvidos na
fagocitose de células apoptdéticas (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007). Dados da
literatura tém sugerido que células dendriticas e também macrofagos estejam
envolvidos no processo de selegcao negativa de timécitos (Milicevic & Milicevic, 2004;
Wu & Shortman, 2005).

Foi demonstrado que células de origem hematopoiética participam no processo de
selecao de clones auto-reativos para antigenos proprios que entram no timo através
da corrente sanglinea, enquanto TEC medulares estdo envolvidas na selegao
negativa no caso de antigenos préprios expressos constitutivamente no timo (Klein
et al., 2001). Além disso, a geracdo de camundongos expressando moléculas MHC
apenas em células nao-hematopoiéticas resultou na geragao de ceélulas T auto-
reativas, devido a auséncia de selegao negativa por células originadas da medula
Ossea (Laufer et al., 1996).

As células mesenquimais derivadas da crista neural formam outro importante

componente celular do microambiente timico. Essas células contribuem para a
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formacdo da capsula e dos septos, e podem também estar localizadas no cértex
timico, onde interagem com timécitos imaturos (Anderson et al., 1997; Suniara et al.,
2000). Alguns trabalhos demonstraram que o0 mesénquima possui um papel
fundamental no desenvolvimento do timo através de dois mecanismos: influenciando
diretamente o crescimento e desenvolvimento das TEC presentes no inicio do
desenvolvimento timico (Gray et al., 2007; Jenkinson et al., 2003), ou influenciando o
desenvolvimento inicial de precursores de células T (Anderson et al., 1997).

Além dos componentes celulares, o microambiente timico também é formado por um
rede tridimensional de glicoproteinas e proteoglicanas que compdem a rede de
matriz extracelular. Estas proteinas formam um complexo marcromolecular que
contribui com pontos de ancoragem para as células do microambiente e timdcitos.
Sao importantes moléculas sinalizadoras que participam no desenvolvimento de
timocitos através de eventos de diferenciagdo, adesao, migracao, proliferacdo e
ativacao celular (Savino et al., 1993; 2004). Além disso, diferentes fatores de
crescimento, quimiocinas e horménios podem estar associados a rede de matriz
extracelular, representando um importante fator de regulacdo no processo de
diferenciagao intratimica de linfécitos (Mendes-da-Cruz et al., 2008; Savino et al.,

2002; 2004).

1.2.2. Diferenciagéo intratimica de linfocitos T

Funcionalmente, o timo € um 6rgéao linféide primario que possui um microambiente
especializado no qual ocorre a diferenciacdo de linfocitos T. Entretanto, os
progenitores de células T no timo ndo s&o capazes de sustentar seu
desenvolvimento indefinidamente, sendo necessaria a constante entrada de

progenitores hematopoiéticos vindos da medula 6ssea (Bhandoola & Sambandam,
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2006). A cinética de entrada desses precursores é caracterizada por curtos periodos
de receptividade intercalados por periodos refratarios mais longos (Foss et al.,
2001). No entanto, a caracterizagdo desses precursores ainda € bastante

controversa.

Muitos progenitores da medula 6ssea tém potencial para se diferenciar em células T
sob estimulos adequados. Tais células sao classificadas fenotipicamente como
progenitores LSK (Lin"'SCA-1*KIT"), pois, embora ndo expressem marcadores de
diferenciagcdo de linhagens celulares maduras, expressam o antigeno de células
tronco (SCA-1, do Inglés stem cell antigen 1) e o receptor CD117 (KIT), que se liga
ao fator derivado de células tronco (SCF, do Inglés stem cell factor) (Bhandoola &
Sambandam, 2006). Estes precursores incluem: as células-tronco hematopoiéticas
(HSC, do Inglés hematopoietic stem cells), que podem originar todas as linhagens
celulares sangliineas e possuem habilidade de se auto-renovar (Morrison et al.,
1995); o progenitor multipotente (MPP, do Inglés multipotential progenitor), que pode
originar todas as linhagens hematopoiéticas, mas nao tem capacidade de auto-
renovacao (Adolfsson et al., 2001; Christensen & Weissman, 2001); o progenitor
linfoide comum (CLP, do Inglés common lymphocyte progenitor), que foi
originalmente identificado como comprometido com a linhagem linféide (Kondo et al.,
1997); e células derivadas do CLP (Balciunaite et al., 2005; Martin et al., 2003).
Entretanto, ainda ndo esta claro o quanto cada uma destas células seria
fisiologicamente capaz de colonizar o timo a partir da corrente sanglinea. A
identificacdo do CLP foi vinculada a capacidade destas células em originar células T
in vivo, sugerindo que essa populagdo de progenitores poderia ser a populagao
imediatamente precursora dos timécitos (Kondo et al., 1997). Entretanto, o modelo

proposto contrasta com uma teoria alternativa onde os MPP seriam a principal fonte
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de origem dos timocitos (Bhandoola et al., 2007). Trabalhos recentes tém
demonstrado que os CLP rapidamente adotam o fen6tio DN1 apds sua entrada no
timo (Karsunky et al., 2008; Schwarz et al., 2007). Contudo, apo6s a entrada no timo
os progenitores, sejam eles CLPs ou MPPs, irdo receber sinais especificos deste
microambiente que os levardo a migrar e seguir diferentes etapas de diferenciagao
dentro do 6rgdo. A entrada no timo ocorre através de vénulas poés-capilares
localizadas da regido cortico-medular (Lind et al., 2001). Ap6s a entrada dos
precursores linfdides no timo estes irdo se diferenciar em células T maduras.
Durante este processo ocorre a expressdo sequencial de varios marcadores de
membrana, além de rearranjos de genes envolvidos na geracdgo do TCR. A
expressao das moléculas CD4 e CD8 permite a identificacdo de subpopulagdes de

timocitos com diferentes graus de maturagao (Scollay et al., 1988).

Entre as células duplo-negativas (DN ou CD4°'CD8") do timo sdo encontradas as
células nao-T, os progenitores linféides e as células ja comprometidas com a
linhagem T. De acordo com a expressao sequencial das moléculas CD25 e CD44,
as células CD4'CD8 podem ser subdivididas em diferentes subpopulagdes
compreendendo os estagios DN1 a DN4 (Godfrey et al., 1993). As células
denominadas DN1 expressam a molécula CD44, mas nao expressam CD25. Como
os precursores linféides vindos da medula éssea chegam através da corrente
sanguinea, as ceélulas DN1 sdo encontrados nas proximidades da regido cortico-
medular. Acredita-se que os precursores linféides mais imaturos se encontrem entre
as DN1. Alguns possiveis candidatos ja foram descritos como as células DN1a, que
apresentam o fenétipo LinCD25°CD44"CD117*°CD24 CD9O0 (Porritt et al., 2004) e os
ETPs (do Inglés, Early T Lineage Progenitors) com fendtipo Lin°(devido a baixa

expressdo de CD4)CD117"CD251L-7Ra™°CD44*SCA1" (Allman et al., 2003). Mais
47



48

recentemente utilizando-se um modelo de expressdo do receptor de quimiocina
CCRO9 ligado a EGFP, foi descrita uma subpopulagdo mais imatura entre os ETPs,
denominada TMP (do Inglés, Thymic Multipotent Precursor). Ela apresenta
caracteristicas  fenotipicas e funcionais semelhantes aos precursores
hematopoiéticos LSK (Lin"'SCA1*c-Kit") encontrados na corrente sangiiinea e na
medula éssea, capazes de colonizar o timo (Benz & Bleul, 2005; Benz et al., 2008).
Entre os diversos possiveis precursores de células T descritos, ja foi obtida, além da
diferenciagdo na linhagem T, diferenciagdo em células NK, células dendriticas,
células mieldides e células B. Atualmente existe uma ampla discussao em relagao
ao potencial desses precursores em gerar células B ou se ocorreria a chegada de
precursores com diferentes potenciais. E ainda, se os precursores de células T sao
derivados de precursores linféides comuns ou de precursores que perderam o
potencial de gerar células B, mas ainda apresentam capacidade de gerar células
mieldides (Bell & Bhandoola, 2008; Benz & Bleul, 2005; Benz et al., 2008; Wada et

al., 2008).

A subpopulacédo subsequente, DN2, é caracterizada pelo aumento na expressao de
CD25, o que coincide com perda do potencial de geragao de linfécitos B, mas nao
de células mieldides (Bell & Bhandoola, 2008; Wada et al., 2008). A diminuicao na
expressao da molécula CD44 define a transicdo para um proximo estagio, CD44"
CD25" ou DN3.0Os sinais mediados por Notch e IL-7, que s&o gerados por TEC
corticais, promovem o desenvolvimento inicial de timoécitos até este estagio de
desenvolvimento (Takahama, 2006). Nas células DN3 se observa claramente o
rearranjo ativo nas cadeias B, y € & do TCR, dessa forma, esse estagio marca o
comprometimento irreversivel com a linhagem T (Godfrey et al., 1994). E ainda

durante este estagio que ocorre o chamado processo de selegao B, onde timdcitos
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sdo testados quanto ao rearranjo produtivo da cadeia B do TCR, através de
pareamento com a cadeia pré-T o (Godfrey et al., 1994). As células DN3
selecionadas progridem para o préximo estagio de desenvolvimento, CD44'CD25
(DN4 ou pré-DP). As células DN4 proliferam intensamente, dando origem a altos
numeros de células da subpopulagéo seguinte, CD4"CD8" (duplo-positvas ou DP)
(Petrie et al. 2000; Wack et al. 2000). A transi¢ao para o estagio DN4 marca o inicio
da recombinagédo do locus do TCRa e o comprometimento com a linhagem T of8
(Livak et al., 1999), além da express&o simultanea das moléculas CD4 e CD8. As
células DP constituem a maioria dos linfocitos presentes no 6rgado, cerca de 80%.
Nesta subpopulagdo, o complexo TCR é expresso em densidade relativamente

baixa na superficie celular (Figura 1.4).

Os timocitos que agora expressam TCR funcionais em suas membranas, serao
capazes de interagir com peptideos apresentados por moléculas de MHC expressas
nas membranas de células do microambiente (Figura 1.4). Esta interacéo ira
determinar os eventos denominados de seleg¢ao positiva e selegdo negativa, cruciais
no processo de diferenciacao intratimica de células T (Ciofani & Zuniga-Pflucker,
2007; Hogquist et al., 2005; Hollander & Peterson, 2009). Na selecao positiva,
timocitos DP reconhecem, em TECs corticais, complexos MHC/peptideo com avidez
moderada, e o estimulo decorrente de tal reconhecimento os recupera da morte por
apoptose; timocitos que nao receberem tal estimulo seguirdo o programa de morte
celular por apoptose (Hare et al., 2003). Esse processo resulta na produgao de
clones de células T que apresentam um repertério de TCR restrito ao MHC préprio
(Mick et al., 2004). Nessa etapa, a especificidade do TCR pelo MHC de classe | ou Il
€ considerada decisiva na diferenciacdo em timocitos simples positivos (SP) CD4 ou

CD8. Um modelo atual, que congrega observagdes e questionamentos de outros
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modelos com novos conceitos, € o modelo de sinalizagdo cinética (Singer et al.,
2008). Segundo ele, independentemente da especificidade do TCR pelo MHC,
timocitos DP sinalizados durante a selegao positiva sdo induzidos a “desligar’ a
transcricdo do gene CD8. A persisténcia da sinalizagdo via TCR bloqueia a
sinalizagdo mediada por IL-7 e induz a diferenciagdo em células T CD4" maduras. A
auséncia da sinalizagdo do TCR permite a sinalizagdo mediada por IL-7, o que induz
os timocitos CD4'CD8" intermediarios (que apresentam um fenotipo CD4+CD8'°) a
sofrer uma reversao no co-receptor, voltando a transcrever o gene da molécula CD8
e reprimindo a expressdo de CD4, se diferenciando assim em células T CD8"

(Brugnera et al., 2000; Yu et al., 2003).

No processo de selecdo negativa, timécitos capazes de reconhecer peptideos
préprios com alta afinidade, portanto potencialmente auto-reativos, sdo induzidos a
sofrer morte por apoptose (Nitta et al., 2008; Werlen et al., 2003). Este evento ocorre
principalmente na medula timica, onde TECs medulares expressam antigenos
tecido-especificos, os chamados TRAs (tissue-restricted antigens) de forma
promiscua (Derbinski et al., 2001). A expressao dos TRAs esta sob cotrole do fator
de transcricao AIRE (do inglés Autoimmune regulator), o qual promove a transcrigao
de proteinas que nao seriam de outra forma encontradas no timo (Anderson et al.,
2002). Estas protinas proprias sao apresentadas aos timécitos pelas TECs
medulares ou por células dendriticas (capazes de captar tais antigenos), induzindo a
delecao clonal de timécitos que reconhecem estes antigenos com alta avidez (Liston
et al., 2003). Alguns clones, no entanto, irdo sobreviver se diferenciando em células

T com propriedades regulatérias (Derbinski et al., 2005; Gray et al., 2007).

Células SP maduras poderdao deixar o 6rgao através de vasos sanglineos,

localizados na regido cortico-medular e na medula timica, formando a grande
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maioria do repertorio de linfécitos T localizados em 6rgaos linféides secundarios, tais

como bago, linfonodos, placas de Peyer e tonsilas (Yin et al., 2006).
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Figura 1.4. Diferenciagao intratimica de linfécitos T. Os I6bulos timicos sdo organizados
em regides de cortex e medula, cada qual caracterizada pela presencga de tipos especificos
de células do estroma, assim como timdcitos em diferentes estagios de maturagdo. A
diferenciacao de timécitos é caracterizada pela expressdo de marcadores de superficie bem
definidos como CD44, CD25, CD4, CD8, assim como pelo rearranjo do TCR. Adaptado a
partir de Zufiiga-Pflucker, 2004.

1.2.3. Migragdo compartimentalizada das subpopula¢fes de timdcitos

Durante a diferenciagéo, os timdcitos passam por migragdes orquestradas através
do timo, antes de serem liberados para a periferia como células T maduras. Esse
movimento esta intimamente ligado ao programa de desenvolvimento dos timécitos,

resultando na compartimentalizagdo do érgao de forma que timécitos em diferentes
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estagios de desenvolvimento s&o encontrados em regides distintas do timo (Petrie &
Zuniga-Pflucker, 2007; Savino et al., 2004; Takahama, 2006).

Os progenitores T hematopoiéticos, oriundos da medula 6ssea, penetram no timo
através das vénulas pos-capilares localizadas na regido cértico-medular. Apos a
entrada no timo, tais progenitores iniciam o processo de diferenciagado de timaocitos
dando origem ao estagio DN do desenvolvimento de células T. A diferenciacéo para
o estagio DN1 ocorre na proximidade da regido cértico-medular. Estas células
iniciam o processo de migracao em diregcao a capsula, se diferenciando a medida
que se movem em varias profundidades corticais. Dessa forma, a diferenciagao para
os estagios DN2 e DN3 ocorre no cortex médio e superior respectivamente. Células
DN3 se acumulam na regidao subcapsular enquanto se diferenciam no estagio DN4
ou pré-DP de desenvolvimento. A transicdo do estagio DN3 para pré-DP é
acompanhada por uma reversao na polaridade de migragao, de forma que timdcitos
que se diferenciarem em DP vao migrar através do cértex em direcdo a medula,
muito embora nunca venham a entrar na regiao medular (Lind et al., 2001; Petrie &
Zuniga-Pflucker, 2007).

O proximo passo na migragao intratimica € o movimento de células que foram
selecionadas positivamente para o interior da medula. Em camundongos, apos o
processo de selegao positiva ser completado, as células selecionadas permanecem
na medula por mais 3-7 dias (Shortman et al., 1990). Nesse periodo, as poucas
células SP (CD4" ou CD8") com capacidade de se tornarem células T funcionais
completam sua diferenciacéo e sao exportadas através da corrente sanglinea para
os 6rgaos linfoides periféricos (Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007). E sugerido que os
timocitos maduros deixem o timo através de espacos perivasculares localizados nas

jungdes cortico-medulares e na medula (Mori et al., 2007).
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1.2.4. Interac6es moleculares envolvidas na compartimentalizacdo dos timécitos no

microambiente timico

Durante o desenvolvimento, timoécitos passam por migragdes orquestradas atraves
do timo antes de serem liberados para a periferia como células T maduras. Este
processo de migragdo envolve uma rede de sinalizagdo onde participam multiplos
fatores, como polipeptideos soluveis e moléculas de adesao produzidas por células
do microambiente timico ou pelos proprios timdcitos. O vetor resultante do somatério
desses sinais dita o direcionamento de timdcitos em diferentes estagios de
desenvolvimento (Mendes-da-Cruz et al., 2008; Savino, 2007). Faremos a seguir
uma explanacéo sucinta sobre o papel exercido por algumas moléculas durante a
migracao intratimica de timaocitos.

A entrada no timo ocorre através de vénulas pos-capilares localizadas da regiao
cortico-medular (Lind et al.,, 2001). O recrutamento dos progenitores T
hematopoiéticos para o timo é facilitado por uma cascata de adesao iniciada pela
interacdo de PSGL-1 (do Inglés, P-selectin glycoprotein ligand 1) expresso na
superficie desses precursores, com seu ligante P-selectina, expressa no endotélio
timico (Rossi et al., 2005; Scimone et al., 2006). A interacdao de PSGL-1 com P-
selectina diminui a velocidade dos precursores nas vénulas pos-capilares
localizadas na regido cortico-medular permitindo que eles respondam a gradientes
locais de quimiocinas (provavelmente CCL25) e se liguem fortemente as moléculas
de adeséao endotelial ICAM-1 (do Inglés, intercellular adhesion molecule 1) e VCAM-
1 (do Inglés, vascular cell adhesion molecule 1) através de integrinas, levando a
firme adesao dos precursores no endotélio timico (Scimone et al., 2006). Fortes

indicios indicam CCL25 como a principal quimiocina envolvida no encaminhamento
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de precursores para o timo (Svensson et al., 2008). Esses dados mostram que o
bloqueio de CCL25 reduz em mais de 50% a entrada de precursores CLP-2 da
medula éssea no timo, enquanto precursores nocautes para seu receptor CCR9 sao
menos eficientes do que progenitores normais na colonizagao do timo.

Um trabalho bastante recente (Gossens et al., 2009) relaciona o aumento periddico
da expressao das moléculas P-selectina e CCL25 no endotélio timico ao aumento da
receptividade do timo a progenitores linféides oriundos da medula 6ssea. Essa
relagao entre expressao de moléculas e receptividade a precursores seria controlada
por dois mecanismos de algas regulatérias. O primeiro deles seria dependente da
quantidade e, possivelmente, da qualidade dos ETPs presentes na regiao
perivascular timica, que regulariam a periodicidade da expressao timica de P-
selectina e CCL25. Estes dados tém por base experimentos feitos com
camundongos com nUmeros reduzidos de ETPs, como IL-7R”", RAG-17", PSGL-17,
0S quais nao apresentam periodicidade na expressao timica de P-selectina e
CCL25. O segundo mecanismo seria 0 tamanho do pool de linfécitos T periféricos,
sendo sugerido que os niveis plasmaticos de esfingosina-1-fosfato (S1P), molécula
que regula a emigracdo de timdécitos maduros, poderiam estar relacionados ao
controle da expressédo de P-selectina pelo endotélio timico. Esses dados mostram
que o timo responde a sinais internos e externos para regular a geragao de células T
(Gossens et al., 2009).

Varios trabalhos apontam para a participagcdo de quimiocinas na migracdo de
timocitos DN do cértex em direcao a capsula (Yin et al., 2006). Evidenciou-se que a
sinalizacao através da interacao entre o receptor CXCR4 e seu ligante, a quimiocina
CXCL12, é crucial para a migracao de células DN1 em diregcao ao cortex medial.

Assim, animais com inativagao timo-especifica de CXCR4 apresentam bloqueio de
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diferenciagao a partir de DN1 (Plotkin et al., 2003), demonstrando a importéncia da
migragao na geracao continua de células T. Foi ainda mostrado que a auséncia de
CCRY7, receptor de CCL19 e CCL21, afeta a migracdo de progenitores em dire¢cao
ao cortex superior, com consequente bloqueio na diferenciagao de timocitos que se
encontram entre os estagios DN1 e DN2 (Misslitz et al., 2004). Por outro lado, a
expressao do receptor CCR9, receptor de CCL25, € aumentada apds o processo de
selecéo B, de forma que timécitos CD4°'CD8™ mais tardios (DN3 e DN4), e timdcitos
CD4'CD8" expressam esse receptor em altas densidades (Norment et al., 2000). Em
camundongos nocautes para CCR9, timécitos CD4 CD8CD25*, normalmente
concentrados na regido subcapsular, passaram a apresentar uma localizagao
desorganizada por todo o cortex, indicando uma possivel implicagao desse receptor
no acumulo de timocitos CD4°CD8" na regiao subcapsular (Benz et al., 2004).
Respostas a quimiocinas especificas apdés a selecdo positiva parecem estar
envolvidas na migracdo em direcao a medula timica. Foi demonstrado que células
selecionadas positivamente CD4'CD8'CD69" e CD4'CD69'CD62L" (SP imaturas)
migram in vitro em resposta a CCL19, CCL21 (ligantes de CCR7), CCL22 (ligante de
CCR4) e CCL25 (ligante de CCR9), mas nao em diregcdo a CXCL12 (ligante de
CXCR4). A resposta negativa frente a CXCL12 pode ser entendida devido a
diminuicdo na expressdo de CXCR4 apods selecdo positiva de timocitos CD4*CD8”
(Suzuki et al., 1998).

Dados bastante conclusivos demonstram a relevancia da molécula CCR7 neste
processo. Observou-se aumento na expressdao de CCR7 apds selegao positiva, e
ainda que a falta de CCRY7 ou de seus ligantes levava a localizagao de timécitos SP
no coértex acompanhado pela redugdo destas células na medula. Apesar da

importancia desta molécula na migragao do cértex para medula, a sua deficiéncia
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nao impede a diferenciagcdo de células DP em SP (Ueno et al., 2004). No entanto,
mais recentemente foi demonstrado que a migracdo dependente de CCR7 é
essencial para o estabelecimento de tolerancia central a antigenos o&rgéos-
especificos, com a ocorréncia de auto-imunidade em diversos orgaos de
camundongos deficientes em CCR7 ou em seus ligantes (Kurobe et al., 2006;
Davalos-Misslitz et al., 2007).

Além de quimiocinas, timocitos também utilizam outros estimulos migratérios, como
moléculas de matriz extracelular (ECM) para se locomover no interior do timo.
Proteinas de ECM desempenham papel na fisiologia do 6rgao, através da interagao
com seus receptores expressos na superficie de timdcitos e/ou células do
microambiente timico, induzindo respostas como proliferacdo, sobrevivéncia e
diferenciacao de timdcitos (Savino et al., 2003).

A distribuicdo da rede de matriz extracelular em um timo normal ndo segue um
padrdo homogéneo, e glicoproteinas como fibronectina, laminina e colageno do tipo
IV ndo estao restritas a regides tipicas de membrana basal. Essas glicoproteinas
formam uma rede que esta presente em todo o 6rgao, sendo bem mais densa na
regido medular, e apresentando fibras mais finas no coértex (Berrih et al.,, 1985;
Lannes-Vieira et al., 1991; De Souza et al.,, 1993). Diferentes tipos celulares do
microambiente timico sao capazes de produzir moléculas de matriz extracelular
(Savino et al., 2003; Savino et al., 2004).

Isoformas de componentes de matriz extracelular tém sido descritas no timo. Por
exemplo, a isoforma de fibronectina reconhecida pela integrina a5p1 (CD49e/CD29
ou VLA-5) através do motivo RGD (arginina-glicina-acido aspartico) esta localizada
em todo parénquima timico humano. Ja a isoforma derivada do splicing altenativo do

RNA mensageiro de fibronectina, reconhecida pela integrina a4p1 (CD49d/CD29 ou
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VLA-4) através do dominio CS1 esta mais restrita @ medula, definindo claramente os
limites com o cortex ao redor (Crisa et al., 1996). A analise em timdcitos humanos
sugere uma via de diferenciagao de células T onde a maior parte das DN expressa
VLA-4 e VLA-5 em altas densidades, células DP diminuem a expressao de VLA-5,
enquanto timécitos SP diminuem expressao de VLA-4 e aumentam a expresséo de
VLA-5 (Mojcik et al., 1995). Esta modulacao implicaria em envolvimento funcional da
expressdo de integrinas durante a maturagéo de células T no timo. Em timécitos DP,
a ativacao de VLA-4 pode estar relacionada ao evento de selegéo positiva. Timocitos
DP imaturos expressam VLA-4 na forma constitutivamente ativada levando a adesao
a fibronectina e VCAM-1. Por outro lado, as células ndo-aderentes sdo em sua
maioria timdécitos que ja passaram pela selegao positiva, ou seja, DP expressando
CD3 e CD69 em altas densidades, e timécitos SP (Salomon et al., 1994).

Resultados obtidos em camundongos indicam a participacao de fibronectina e seus
receptores VLA-4, principalmente e VLA-5 na adesao de timocitos CD4°CD8" e na
sua diferenciagao em subpopulagdes mais maduras (Utsumi et al., 1991). Dados do
nosso laboratério também mostram a expressao diferencial de receptores de ECM
nas subpopulacdes de timdcitos. Timocitos DN apresentam alta expresséao de VLA-
4, VLA-5 e VLA-6, timocitos DP recém-gerados mantém essa alta expressao,
enquanto ceélulas DP maduras exibem diminuicdo na expressado desses receptores.
Nos estagios SP CD4 e CD8, a expressdao de VLA-4 diminui anteriormente ao
receptor VLA-5, o qual também diminui nas células SP maduras. Em células CD4"
ocorre uma maior diminuicdo de VLA-6 que em células CD8". Ensaios funcionais
mostram um aumento na capacidade de adesdao a TECs em estagios iniciais da
diferenciagao de timdcitos, devido a uma alta expressao desses receptores de ECM

(Dalmau et al., 1999). Em conjunto, esses dados sugerem que sinais deflagrados
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por receptores de proteinas de ECM podem participar na inducédo de diferenciagao
de timocitos.

As interagdes de timocitos através de isoformas de laminina também sao reguladas
espacialmente e de acordo com o desenvolvimento no timo. As isoformas de
laminina 1, 2, 4, 5, 10 e 11 foram encontradas em vasos sanguineos e/ou células
epiteliais do timo (Kutlesa et al., 2002; Ocampo et al., 2008). Ensaios funcionais
mostraram adesao de timoécitos DN através da integrina a6p1 (CD49f/CD29 ou VLA-
6) as lamininas 10 e 11. Timdcitos DP ndao aderem a nenhuma das isoformas
testadas, enquanto timécitos SP CD8 se ligam a laminina 5, através da integrina
a6p4 (Kutlesa et al., 2002). Laminina 2 aumenta adesao TEC/timdcito e a migragao
de timocitos em complexos linfoepiteliais Nurse, de forma a6B1 dependente
(Ocampo et al., 2008). A isoforma laminina 2 também se mostra necessaria na
diferenciacao e sobrevivéncia de timdcitos, como observado em camundongos com
auséncia desta molécula (lwao et al., 2000; Magner et al., 2000). Por outro lado,
laminina 5 esta relacionada ao controle da proliferacdo de timécitos via a6p4, assim
como na migracao de timocitos com ativagdo da metaloproteinase-14 e clivagem de
CD44 (Vivinus-Nebot et al., 1999).

Outros ligantes e receptores também participam do processo de migragao
intratimica, como o receptor 1 de esfingosina 1-fosfato (do Inglés, type 1
sphingosine-1-phosphate receptor ou S1P41). Em camundongos nocautes para este
receptor foi observado bloqueio na saida de células T SP CD4 e CD8 maduras do
timo para a periferia, com acumulo dessas células na medula timica. Como a
expressao do receptor S1P1 € aumentada em timécitos simples positivos maduros,

sua delecao altera a resposta quimiotatica de timocitos a S1P, resultando na
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auséncia de linfocitos T na periferia do sistema imune (Allende et al., 2004;

Matloubian et al., 2004).

2- OBJETIVOS

Os dados mostrados acima deixam claro que diversas moléculas estdo envolvidas
no desenvolvimento de timécitos. No entanto, muitas questdes ainda ndo estéo
claras, particularmente no que tange a migracdo intratimica. Nesse contexto, é
relevante a avaliacdo de novas moléculas que possam contribuir com esse

processo.

Apesar da fungdo de PrP® ainda nao estar completamente elucidada, alguns dados
ja publicados, sugerem sua provavel fungdo no sistema imune em diferentes
eventos, tais como ativagao de células T, fagocitose e migracao. Esses estudos, em
conjunto com os dados de expressdo constitutiva de PrP® no timo, e sua interagdo
com moléculas de adesao como heparan sulfato e, principalmente, laminina (a qual
é determinante na migracéo de linfcitos T), nos levaram a estudar o papel de PrP®
no timo, avaliando se flutuacdes nos niveis de expressdo intratimica de PrP°

poderiam modificar os padrdes de diferenciacdo e migracao de timaocitos.

3. MATERIAIS & METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados camundongos com inativagao no gene Prnp (PrnpO’O)

na regiao dos
aminoacidos 4 a 186, a qual foi substituida por um cassete de neomicina. Esta
linhagem foi denominada Zurich | (Zrch |), apresentando um fundo genético misto

C57/BL6/J x 129/Sv (Bueler et al., 1992). Foram também utilizados camundon gos
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transgénicos, denominados Tga20, construidos a partir de blastocistos desse
camundongo Prnp®°. Neles foram inseridas copias adicionais do gene Prnp,
utilizando-se o segmento promotor natural de prion, sendo obtida a expressao de
aproximadamente 10 vezes mais proteina que nos animais selvagens (Fischer et al.,
1996). Como camundongo controle normal foi utilizada a linhagem selvagem Zrch |
Prnp*™* (aqui referida como WT; do Inglés, wild type). Esta linhagem foi gerada a
partir do cruzamento continuo dos F1 resultantes de acasalamento entre os animais
C57BL/6J e 129/Sv. As trés linhagens foram gentilmente fornecidas pela Dr.? Vilma
Martins, do Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer (Sdo Paulo), e ja se
encontram no Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fiocruz.

Todos os procedimentos envolvendo a utilizagdo destes animais foram aprovados
pela Comissao de Etica de Uso de Animais de Laboratério, e estdo de acordo com
os Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2. Reagentes

Os seguintes reagentes foram utilizados na realizagdo dos experimentos: albumina
bovina sérica (BSA), salina tamponada com fosfato (PBS, 0,15 M, pH 7,2), meio de
cultura RPMI 1640, L-glutamina, penicilina, estreptomicina, sulfato de cobre,
laminina produzida em sarcoma murino EHS (Engelbreth-Holm-Swarm), fibronectina
obtida de fibroblasto humano (Sigma Co., St. Louis, EUA), CXCL12 recombinante de
camundongo (R&D Systems, Minneapolis, EUA), soro bovino fetal (SBF) (Cultilab
SA, Campinas, SP, Brasil) e soro normal de camundongo (obtido em nosso

laboratdrio).
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3.3. Anticorpos

Nos ensaios de imunohistoquimica utilizamos os anticorpos anti-laminina e anti-
fibronectina produzidos em coelho (Novotec, Saint Martin-La-Garenne, Francga), e
anti-CXCL-12 produzido em cabra (Santa Cruz, Califérnia, EUA). Também foi
utilizado o anticorpo secundario produzido em cabra anti-lg de coelho conjugado ao
fluorocromo alexa-488 (Amersham Biosciences, Limited, Reino Unido), além do
anticorpo secundario produzido em burro anti-lg de cabra conjugado a FITC (Santa

Cruz, Califérnia, EUA).

Para as andlises de citometria de fluxo, diluigdes apropriadas dos seguintes
anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos foram utilizadas: anti-CD49d-PE,
anti-CD49e-PE, anti-CD49f-PE, anti-CXCR4-PE, anti-CD4-PE e -PerCP, anti-CD8-
APC e -PerCP, anti-CD44-PE, anti-CD25-FITC, anti-CD90-FITC, anti-CD3-PE, anti-
CD19-PE, anti-TCRyd-PE e anti-TCRB-PE. Também utilizamos o anticorpo
monoclonal  anti-PrP° (SAF-32) (SPI-BIO, Montigny-le-Bretonneux, Franga)
produzido em camundongo, e o anticorpo secundario produzido em cabra anti-lg de
camundongo conjugado ao fluorocromo alexa-488 (Amersham Biosciences, Limited,
Reino Unido). Como controles negativos para cada anticorpo especifico foram
utilizadas imunoglobulinas (lgs) néo relacionadas marcadas com fluorocromos
correspondentes, como controle negativo de marcagéo para o anticorpo anti-PrP°¢
utilizamos uma IgG1 de camundongo ndo marcada (Becton-Dickinson Co, San
Diego, EUA). Em todos os casos a concentragéo de Ig dos anticorpos-controle foi a

mesma dos respectivos anticorpos especificos.
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3.4. Histologia e imunohistoquimica

Para a analise da histologia foi realizada coloragdo por hematoxilina e eosina em
cortes parafinados de timo. Na desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram
incubados por 2 vezes durante 10 minutos em xilol e, posteriormente, levados a 3
recipientes diferentes contendo alcool absoluto durante 2 minutos em cada; logo a
seqguir, os cortes foram deixados em agua corrente durante 1 minuto. Durante a
coloragao, os cortes foram deixados por 10 minutos em hematoxilina, lavados em
agua corrente por 1 minuto, e incubados em solugéo de eosina por 3 minutos.

No que diz respeito as analises de imunohistoquimica, timos de todos os grupos
experimentais foram embebidos em Tissue-Tek (LEICA Instruments, Alemanha) e
subsequentemente congelados a —70°C. Cortes de 5 ym de espessura foram
assentados em laminas silanizadas (Easypath), fixados com acetona, bloqueados
com PBS- caseina 10% / BSA 2%. As laminas foram incubadas com os anticorpos
anti-fibronectina, anti-laminina ou CXL12, apés, as laminas foram lavadas trés vezes
com PBS e incubadas por 30 minutos com o respectivo anticorpo secundario. As
amostras foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus BX60, Japao)
e as imagens obtidas foram analisadas e quantificadas através do software de

imagem Metaview.
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3.5. Citometria de fluxo

Animais apresentando diferentes niveis de expressao da proteina prion celular foram
sacrificados em camara de gas carbOnico; em seguida, timo, baco e linfonodos
subcutaneos e mesentéricos foram retirados e macerados. Depois de isoladas,
células obtidas a partir destes 6rgaos foram ressuspensas em solugdo de tampéo
fosfato tamponada (PBS) contendo 5% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab). A
contagem do numero de células foi feita em camara de Neubauer utilizando o
corante azul de tripan (Sigma) para exclusdo de células mortas. Apds a contagem,
as células foram distribuidas em placas de 96 pogos em uma concentracdo de
10°células/poco.

Para a caracterizagao fenotipica, as células foram incubadas com 10 ul de
anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos ou com o anticorpo
anti-PrP® a 4°C por 30 minutos. Como controles negativos de marcacdo, foram
utilizadas Igs nao relacionadas marcadas com os fluorocromos correspondentes ou
Ig de camundongo nao marcada. Apdés a marcacgao, as suspensoes celulares foram
lavadas em PBS/5% SFB, fixadas em solugdo contendo formaldeido 1% e
adquiridas no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, USA)
equipado com o programa CellQuest. Para cada amostra, foram avaliadas pelos

menos 10* células.

3.6. Ensaio de transmigracgéao

A atividade migratéria de timdcitos foi analisada em camaras de "transwell" (Corning
Inc., New York, USA). Primeiramente, insertos com poros de 5 um foram recobertos
com solugdes a 10 pg/mL de laminina, fibronectina ou BSA durante 1 hora a 37°C

em atmosfera a 5% de CO,. Os insertos foram entdo submetidos a bloqueio com
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solugdo de PBS/BSA 0,5%, durante 45 minutos a 37°C em atmosfera contendo 5%
de CO,. Em seguida esses insertos foram colocados em pogos contendo 600 pL de
RPMI/BSA 1%, e timdcitos foram adicionados a parte superior do inserto (2,5x106
timocitos em 100 uL de RPMI/BSA 1%), seguindo-se incubagao de 4 horas a 37°C
em atmosfera a 5% de CO,. Apds o periodo de transmigragao, as células foram
recolhidas e contadas em microscépio oOptico, utilizando-se azul de tripan para
exclusdo de células mortas. As células foram entdo marcadas com os anticorpos
anti-CD4, e anti-CD8, para analise das subpopulagdes através de citometria de
fluxo. Em alguns experimentos, os insertos foram recobertos apenas com BSA, e

utilizamos a quimiocina CXCL12 (100 ng/mL), colocada no compartimento inferior.

3.7. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste “One-way analysis
of variance” e subsequentemente através do pods-teste de Tukey. Os dados foram
mostrados como média * erro padrdo e considerados estatisticamente significativos

guando os valores de p foram menores que 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Participagdao da proteina prion celular na diferenciacao intratimica de
linfécitos T

Nesta primeira parte do trabalho, abordamos a questao do possivel envolvimento de
PrP° no desenvolvimento de linfécitos T no timo. Analisamos inicialmente a
expressao de PrP° em timécitos e em linhagens de células do microambiente timico.
Em seguida, passamos a utilizar camundongos com diferentes niveis de expressao
de PrP°, ou seja, os camundongos normais (wild type - WT), camundongos Prnp®° e
camundongos trangénicos super-expressando PrP® (Tga20), fazendo uma avaliagdo
quanto ao processo de diferenciacado intratimica de linfécitos T e a presencga de

linfécitos T na periferia do sistema imune.

4.1.1. Expressdo de PrP® em timécitos e células do microambiente timico

Inicialmente, buscando definir se a expressao intratimica de PrP® era variavel nos
trés tipos de animais estudados, analisamos a densidade membranar dessa
molécula nos timocitos das trés linhagens de camundongos. Na populacgao total de
timécitos dos animais que super-expressam o gene da proteina PrP® (camundongos
Tga20), o aumento da expressao da molécula pode ser detectado em relacdo ao
grupo controle tipo selvagem (WT) de mesma idade e sexo, enquanto que nos

camundongos nocautes (Prnp®°

) ndo foi detectada a expressdao da proteina na
superficie de timdcitos (Figura 4.1A). Através da marcagao das moléculas CD4 e
CD8, analisamos a expressdo de PrP® nas subpopulagdes de timdcitos. Como pode
ser visto na Figura 4.1C, observamos expressao da molécula em todas as

subpopulagdes de timécitos do camundongo WT, com um percentual um pouco

menor entre as DN, quando comparadas as outras subpopulagées. No camundongo
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Tga20 também foi observada expressdo de PrP® em todas as subpopulacdes,
porém, entre as células CD4"CD8" (duplo-positivas ou DP) ocorre um aumento neste
percentual em relagcdo ao controle, enquanto nas simples positivas (SP) CD8
observamos uma diminuigdo no percentual de células expressando PrP¢ em relagao
ao camundongo controle (Figura 1B). O aumento na densidade da expressdo de
PrP® foi observado nos timécitos do Tga20 entre as subpopulagdes CD4'CD8
(duplo-negativas ou DN), DP e SP CD4, com um aumento mais acentuado nas DP.
No entanto, nas células CD8 SP nao ha diferenga significativa em relagao ao
controle (Figura 4.1C). Estes dados confirmam o aumento de expressao de PrP® no
camundongo Tga20 e mostram uma expressao diferencial entre as subpopulagdes
de timdcitos, tanto nos camundongos controles, quanto nos transgénicos.

A expressao de PrP® também foi observada em células do microambiente timico,
tendo sido analisadas as linhagens de TEC 1.4C18 e 1C6 (Figura 4.2A-B)
representantes dos fenodtipos cortical e medular, respectivamente. Também
avaliamos a linhagem de célula endotelial timica tEnd.1, a qual também apresenta

clara expressao de PrP° (Figura 4.2C).
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Figura 4.1. Expressdo da proteina prion celular (PrP®) em timécitos. (A)
Histograma com expresséo de PrP® na populagdo total de timocitos de

90 (curva vazia em preto) e Tga20

camundongos WT (curva cheia em cinza), Prnp
(curva hachurada). O controle de marcacgao de Ig nao relacionada no camundongo
WT é mostrado na curva vazia em cinza. (B) Percentual de células expressando
PrP® na populacéo total e nas subpopulacgées de timdcitos definidas pela expressio
de CD4/CD8 como DN (CD4°CD8’), DP (CD4"CD8"), CD4 (CD4"CD8") e CD8 (CD4
CD8") nos camundongos WT (barras em cinza) e Tga20 (barras em preto). (C)
Intensidade de fluorescéncia de PrP® na populacéo total e nas subpopulaces de
timécitos definidas pela expressdo de CD4/CD8, nos camundongos WT e TgaZ20.
Dados apresentados como média + erro padrdao, com 4 camundongos por grupo. *

p<0,05 em relagdo aos camundongos do tipo selvagem.
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Figura 4.2. Células do microambiente timico expressam PrP°
constitutivamente. Expressdo de PrP® em linhagens de células epiteliais timicas
corticais (cTEC) (A) e medulares (mTEC) (B), e na linhagem de célula endotelial
timica (tEnd) (C). A expressdo de PrP° é mostrada em cinza, enquanto a Ig ndo

relacionada esta representada nas curvas vazadas.

4.1.2. Hipoplasia no timo de camundongos que super-expressam PrP®

Tendo sido confirmada a expressdo de PrP® tanto em timocitos quanto em células
do estroma timico, avaliamos os timos provenientes de animais apresentando
diferentes niveis de expressdo de PrP®, quanto a alteracdes de massa e
celularidade. Os timos dos camundongos Prnp®°, quando comparados aos animais
controle WT, ndo apresentaram alteragdes significativas. Por outro lado, ao
avaliarmos os timos dos camundongos Tga20, vimos diminuicdo estatisticamente
significativa na massa relativa e celularidade, quando comparados aos timos de

camundongos controle e de camundongos Prnp”° (Figura 4.3B-C).
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Figura 4.3. Hipoplasia timica em camundongos transgénicos para PrP°. Sio
mostrados massa do timo (A), massa relativa do timo (massa do timo/massa do
animal x 1000) (B) e celularidade (C) dos timos de camundongos do tipo selvagem

(WT), nocautes para o gene Prnp (Prnp®°)

e super-expressando este gene (Tga20).
Em D sdo apresentadas analises histoldgicas, apds coloragdo com hematoxilina-
eosina, de timos dos mesmos grupos de camundongos. Os aumentos das
fotomicrografias estdo assinalados em cada painel. Os padrdes aqui mostrados séo
representativos de pelo menos 4 animais por grupo. Em A, B e C dados
apresentados como média + erro padrdao, sendo n > 5. * p<0,05 em relagdo ao

controle WT, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®°.
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Tendo em vista que a expressao diferencial de PrP® é acompanhada por alteracées
na massa relativa e no numero de timocitos, avaliamos em seguida se a arquitetura
do 6rgado também estaria comprometida. Observamos que os timos de animais
Prnp®® apresentam um padrdo de distribuicdo das regides cortical e medular
semelhante aos timos de animais do tipo selvagem, com a tipica densidade maior de
células na regido cortical que na regido medular. Por outro lado, nos timos de
animais TgaZ20, tal regionalizagdo cortico-medular estava nitidamente alterada, com
diminuicdo da densidade celular na regido cortical, e como consequéncia a
delimitagcdo entre as duas regides se encontrava menos evidente tanto em relagao

aos timos controles, quanto aos animais nocautes (Figura 4.3D).

4.1.3. Acumulo de timécitos imaturos em camundongos apresentando super-
expressao da proteina prion celular

Tendo em vista a intensa hipoplasia observada no timo dos camundongos
transgénicos para PrP®, procuramos investigar se a diferenciacdo intratimica de
linfocitos T estaria alterada nestes animais. Iniciamos esta investigacao através da
analise das subpopulacbes de timdcitos definidas pela expressdo das moléculas
CD4 e CDS8.

Inicialmente avaliamos camundongos adultos jovens, com idade de 5 a 6 semanas,
e expressando diferentes niveis da proteina PrP®. Como podemos observar através
dos graficos mostrando a detecgdao simultanea de CD4 e CDS8, os timos de
camundongos deficientes em PrP® ndo apresentam diferencas significativas nas
proporcdes relativas e nos numeros absolutos de subpopulagdes de timdcitos
quando comparados aos animais selvagens. No entanto, camundongos Tga20

mostraram uma drastica diminuicdo no percentual de células DP, acompanhada de
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um grande aumento no percentual de células DN, em relagdo aos timos de animais
WT e Prnp®° (Figuras 4.3A-B). Por outro lado, no que diz respeito ao percentual de
células SP para as moléculas CD4 ou CD8, ndo vimos diferenca significativa nos
valores percentuais dessas subpopulagbes maduras, quando o grupo Tga20 foi
comparado ao WT ou ao Prnp®°.

Analise do numero absoluto de células revelou discreto aumento no numero de
células DN, mas uma diminui¢ao significativa no numero de células DP e SP CD4 e
CD8. Em conjunto, esses dados numéricos sugerem um importante bloqueio na
maturagao de timocitos. Para investigar essa hipdtese, decidimos estudar animais
de diferentes idades e, principalmente, analisar os estagios mais imaturos contidos

na subpopulagdo DN.

4.1.4. Analise de subpopula¢cbes de timocitos em camundongos com diferentes
idades

Como vimos acima, as alteragdes no processo de diferenciagado de timdcitos foram
inicialmente observadas em camundongos Tga20 adulto-jovens. Porém néo
sabiamos em que fase da vida desses animais essas alteragcbes apareciam e se
ocorria acumulo de determinadas subpopulagbes em animais de idade mais
avangada. Além disso, o camundongo Prnpo’o, que apresenta perfil de timécitos
CD4/CD8 normal, poderia apresentar alteragcdes visiveis apenas apds determinada
fase da vida do animal. Dessa forma, avaliamos camundongos recém-natos e
camundongos com 9 meses de idade provenientes dos trés grupos de animais com
diferentes niveis de expressdo de PrP® quanto ao perfil das subpopulagdes de
timocitos CD4/CD8. Vimos que os timos dos camundongos neonatos PrnpO/O, assim

como nos animais adulto-jovens, sdao muito parecidos com os camundongos WT.
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Como esperado, esses animais apresentavam um pequeno aumento no percentual
de células DN, além de alteracdo na relagdo de numeros dos timécitos SP CD4 e
CD8, que nos recém-natos era invertida ou préxima a uma relacdo de 1:1. Ja nos
camundongos Tga20 recém-natos, observamos o mesmo padrao obtido em
camundongos com idade entre 5 e 6 semanas (Figura 4.4). Analise em
camundongos de 9 meses mostrou que o envelhecimento ndo altera a distribuicdo
das diferentes subpopulagdes de timécitos em cada grupo, embora os animais

apresentem decréscimo no numero total de timécitos, como esperado (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Bloqueio de diferenciagdo em timécitos de camundongos Tga20.
Timécitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes para o gene

Prnp (Prnp®°

) e superexpressando este gene (Tga20) foram analisados quanto a
expressdo das moléculas CD4 e CD8. Em A, C e E perfis de citometria de fluxo
mostrando a marcacgéo para CD4/CD8 em timocitos de camundongos em diferentes
idades. Os percentuais das subpopulacdes definidas por CD4/CD8 estdao mostrados
no interior dos perfis de citometria de cada grupo. Em B, D e F numeros absolutos
de timocitos em cada subpopulagdo dos grupos analisados. Os dados sé&o
apresentados como meédia + erro padrdo, com 3 a 5 animais por grupo.* p<0,05 em
relacdo aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo
Prnp®”.
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4.1.5. Acimulo de células de fenétipo CD4'CD8CD44 CD25" (DN3) no timo de
camundongos transgénicos para a proteina prion celular

Considerando os altos numeros relativos de timocitos DN no timo do camundongo
Tga20, avaliamos se estas células pertenceriam de fato a linhagens de células T.
Tendo em vista que a molécula CD90 (o antigeno Thy-1) é expressa em linfécitos T
desde os estagios iniciais de desenvolvimento de timocitos DN (Porritt et al., 2004),
utilizamos esse marcador como um parametro para a analise da populagao total de
linfécitos T no timo. Observamos que a expressdo membranar de CD90 é
significativamente menor na populagao total de timécitos de camundongos TgaZ20,
quando comparados aos demais grupos (Figura 4.5A). Porém, quando a expressao
dessa mesma molécula foi avaliada em cada uma das subpopulagdes de células T,
nao verificamos alteragcdes significativas entre os camundongos analisados (Figura
4.5B). Este dado indica que as alteracbes detectadas no camundongo Tga20, dentro
da populagdo de células DN, nao refletem modulagdes de populagdes nao-T
presentes no timo, como células B e dendriticas, mas seja resultado de um bloqueio
na via de maturacao de linfocitos T aff nesses animais.

Os estagios de desenvolvimento de células imaturas DN foram avaliados através da
analise da expressao diferencial das moléculas CD44 e CD25, que ocorre
normalmente durante a progressao desta subpopulagdo. A selegcao das células DN
foi realizada apenas pela auséncia de marcagao para as moléculas CD4 e CDS.
Como demonstrado na Figura 4.6A, quando comparados aos animais controle ou
aqueles deficientes para PrP®, os camundongos Tga20 mostraram alteracdo nestes
estagios, com aumento relativo de células em estagio DN3 (CD44 CD25"), e
diminuicao do percentual de células no estagio DN4 ou pré-DP (CD44 CD25"). Por

outro lado, em camundongos nocautes, observamos aumento significativo no
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percentual de timocitos no estagio DN1, quando comparados aos grupos controle e
Tga20 (Figura 4.6A).

A analise do numero absoluto de células nos estagios iniciais de diferenciagcéo
mostrou que os camundongos Tga20, quando comparados aos animais selvagens,
apresentavam diminuigdo significativa do numero total de células ja no estagio DN1,
em DN2, e também no estagio mais avangado, DN4 (Figura 4.5D). Esses dados
sugerem que a expressao aumentada de PrP® interfere em pelo menos dois

estagios do desenvolvimento de células T: no estagio precursor DN1 e no estagio

seletivo DN3.
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Figura 4.5. Expressdo de CD90 em timécitos dos camundongos com variagées na
expressdo de PrP°. Timdcitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes

) e super-expressando este gene (Tga20) foram analisados por

para o gene Prnp (Prnp
citometria de fluxo quanto a expressao de CD90 na populagao total (A) e nas subpopulagbes
de timdcitos definidos pela expressdo de CD4/CD8 (B). Dados apresentados como média +
erro padrdao, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relacdo aos camundongos controle

WT; + p<0,05 em relagéo ao camundongo Prnp°”.
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Figura 4.6: Acumulo de timécitos em DN3 no timo de camundongos Tga20.
Timocitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes para o gene

Prnp (Prnp®°

) e super-expressando este gene (Tga20). (C) Perfis de citometria de
fluxo mostrando a marcacgéo para CD44/CD25 em células CD4°CD8" definidas como
DN1 (CD44°CD257), DN2 (CD44'CD25"), DN3 (CD44°CD25") e DN4 (CD44°CD25").
Os percentuais de cada subpopulacdo estdo mostrados no interior dos perfis de
citometria de cada grupo. (D) Numero absoluto de timdécitos CD4'CD8 em cada
estagio de diferenciagdo nos grupos analisados. Dados apresentados como média +
erro padrao, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relagdo aos camundongos

controle WT; + p<0,05 em relagdo ao camundongo PrnpO/O.
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4.1.6. Expresséo alterada de heterodimeros do receptor de células T em timdcitos
de camundongos Tga20

Nosso proximo passo foi investigar se o bloqueio de diferenciagdo observado no
timo do camundongo Tga20 poderia estar associado a um desvio de diferenciagéo
de linfécitos T af para linfocitos T yd, levando assim ao pequeno numero de
timocitos DP, e simples positivos CD4 e CD8. Dessa forma analisamos a expressao
dessas moléculas em timécitos de camundongos do tipo selvagem, Prnp®° e TgaZ20.
Uma analise mais detalhada sobre a expressdo da cadeia  do TCR nas
subpopulagdes de timdcitos nos indica um retardo no amadurecimento de timaécitos
do camundongo TgaZ20. Verificamos que enquanto os animais nocautes e selvagens
apresentam um perfil semelhante de expressédo da molécula, nos camundongos
Tga20 ocorre uma diminuigdo significativa do percentual de timdcitos expressando
TCRB em diferentes densidades, quando comparados aos outros dois grupos.
Quando avaliamos a cadeia B do TCR em baixas densidades (Figuras 4.7A e B),
observamos no camundongo Tga20 diferengas entre as células DN,DP e SP CD4 .
Ja a andlise dessa molécula em altas densidades (Figuras 4.7C e D) mostrou, como
esperado, uma diminui¢éo entre os timocitos SP CD4°CD8 e CD4 CD8". Entretanto,
observamos também uma diminui¢do no ntimero de timécitos DN TCR B", indicando
que essa subpopulagdo madura de timécitos af DN também é afetada pela
expressdo aumentada de PrPC.

A expressdo do TCR yd foi analisada em todas as subpopulagdes de timdcitos,
apesar de sua maior ocorréncia entre as células DN (Pardoll et al., 1988). Essa
analise mostrou nos timdcitos do camundongo Tga20, uma diminuicdo em numeros
absolutos de células DP TCR y&" (Figura 4.7F), e também que apesar de haver

aumento no percentual de timdcitos expressando a molécula TCR yd em todas as
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subpopulagdes de timdcitos, esse aumento ndo se traduzia em diferenca
significativa, em termos de numeros absolutos (Figuras 4.7E-F). Esses resultados
indicam que nao ha um desvio de diferenciacdo para a populacdo de células T

TCRy®", mas sim um bloqueio na via de maturagéo da populagdo de células T TCR

af’.
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Figura 4.7: Timécitos com perfil mais imaturo em camundongos Tga20.
Expressdo membranar de TCR 3 em baixa densidade (A e B) e alta densidade (C e
D) na populacéao total e nas subpopulagdes DN, DP, SP CD4 e CD8 de timécitos;
sdo apresentados os numeros relativos (A e C) e absolutos (B € D). Também é
mostrada expressdo de TCR yd em timdcitos totais e subpopulagdes em numeros
relativos (E) e absolutos (F). Dados apresentados como média + erro padréo, com 3
animais por grupo. * p<0,05 em relagdo aos camundongos do tipo selvagem, +
p<0,05 em relacdo ao camundongo Prnp®°.

79



80

4.1.7. Aumento de morte celular em camundongos super-expressando PrP®

O acumulo de timécitos DN e a grande diminuigdo de timocitos DP e SP observados
no camundongo Tga20 poderiam ser decorrentes de um aumento de morte celular
nos estagios finais de DN ou mesmo a partir de DP. Sendo assim, avaliamos a
marcagdo para anexina V em timoécitos recém-isolados das trés linhagens de
camundongos estudadas. Nos timécitos dos camundongos Tga20 encontramos
aumento de células anexina V positivas nas subpopulagcbes DP e simples positivas
CD4 e CD8, quando comparadas aos timécitos WT (Figura 4.8A). Como nao
observamos aumento de células mortas entre os timécitos DN, avaliamos tal
subpopulacao de forma mais aprofundada, utilizando os marcadores CD44 e CD25
(Figura 4.8B). No entanto, os percentuais de marcagao para anexina V nos estagios
DN foram semelhantes entre as trés linhagens, indicando assim que a deficiéncia no
processo de maturagdo de timécitos do Tga20 deve-se, pelo menos em parte, ao
aumento de morte observado nas subpopulacbes DP e SP CD4 e CDS8., Nos
camundongos Prnp®° nao verificamos nenhuma alteragdo nas proporgdes de células

anexina V positivas em nenhuma das subpopulagdes de timocitos analisadas.
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Figure 4.8: Suscetibilidade a morte em timécitos com diferentes niveis de
expressio de PrP®. Timocitos obtidos dos camundongos WT, Prnp®° e Tga20
foram analisados por citometria de fluxo quanto a marcagdo com anexina V nas
subpopulagdes de timocitos definidos por CD4/CD8 (A) e entre as células DN
definidas pela expressdo de CD44/CD25 (B). Dados apresentados como média +
erro padrao, com 6 animais por grupo. * p<0,05 em relagdo aos camundongos do

tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®®.

4.1.8. Alteracdo nas subpopulacdes de linfécitos T nos 6rgaos linféides periféricos
de camundongos Tga20

Tendo em vista a menor produgdo de timdcitos pelos camundongos TgaZ20,
analisamos o6rgaos linféides periféricos do sistema imune desses animais e dos
animais nocautes e controles, mais especificamente linfonodos subcutaneos,
linfonodos mesentéricos e baco.

A andlise dos linfonodos subcutdaneos mostrou nos camundongos Tga20 um
decréscimo no numero total de linfécitos (Figura 4.9A), com uma acentuada
diminuicdo de linfécitos T CD3", e também de linfocitos B CD19" (Figura 4.9B).
Encontramos nos linfonodos subcutdneos do camundongo Tga20 uma diminuigao

de células TCRB" na subpopulacdo CD4CD8’, assim como nas subpopula¢des
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CD4'CD8 e CD4CD8", caracterizando uma diminuicdo em toda populagédo de
células T apB. Por outro lado, observamos aumento de células TCRy5'CD4CDS8 e
TCRy®'CD4°CD8" nestes animais, quando comparados aos camundongos controle.
Nos linfonodos subcutaneos dos camundongos Prnp®® nao observamos alteragées
em relagao aos controles WT.

Nos linfonodos mesentéricos das trés linhagens de camundongos analisadas
também encontramos nos camundongos Tga20 um menor numero de linfocitos T,
no entanto, esses 6rgaos apresentam algumas diferencas em relagao aos linfonodos
subcutaneos. Primeiramente, como pode ser observado na Figura 4.10A nao
existem diferencas significativas no numero total de linfécitos encontrados nos
linfonodos mesentéricos dos camundongos WT, Prnpo’0 e Tga20. No entanto,
podemos observar uma tendéncia de aumento de linfécitos B CD19" nos Tga20, e
assim como nos linfonodos subcuténeos, uma redugcdo no numero de linfécitos T
CD3" no camundongo Tga20 (Figura 4.10B). Analisando as subpopulagdes de
linfécitos T, quanto a expressao das moléculas CD4 e CD8, encontramos novamente
um menor nimero de linfécitos T ap CD4'CD8, CD4°'CD8 e CD4 CD8" (Figura
4.10C), assim como aumento de células CD4'CD8 expressando TCRyd (Figura

4.10D).
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Figura 4.9: Menor numero de linfécitos T nos linfonodos subcutineos de
camundongos Tga20. (A) Contagem de linfocitos totais nos linfonodos subcutaneos
de camundongos WT, Prnp®° e Tga20. (B) Nimeros absolutos de linfécitos T CD3" e
B CD19". Também sdo mostrados nimeros absolutos de linfocitos TCRB* (C) e
TCRyd" (D) analisados quanto a expressdo das moléculas CD4 e CD8. Dados
apresentados como média + erro padrdao, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em
relagcdo aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo

Prnp®°
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Figura 4.10: Menor numero de linfécitos T nos linfonodos mesentéricos de
camundongos Tga20. (A) Contagem de linfocitos totais nos linfonodos subcutaneos
de camundongos WT, Prnp®® e Tga20. (B) Numeros absolutos de linfécitos T CD3+
e B CD19+. Também sdo mostrados numeros absolutos de linfécitos TCRB™ (C) e
TCRyd" (D) analisados quanto a expressdo das moléculas CD4 e CD8. Dados
apresentados como média + erro padrdo, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em
relagdo aos camundongos controle WT, + p<0,05 em relagdo ao camundongo

Prnp®.

Ja no bago, ndo observamos nenhuma diferenca no numero absoluto de
esplendcitos (Figura 4.11A), e a analise das moléculas CD3 e CD19 néao indica
diferengcas entre os camundongos analisados (Figura 4.11B). Tais diferencas foram
apenas evidenciadas através da analise das subpopulagdes de linfécitos T quanto a

expressao de CD4 e CD8. De fato, observamos uma diminuigdo nas subpopulagdes
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TCRB'CD4'CD8 e TCRB'CD4CD8" no bago dos camundongos Tga20, e um
aumento de linfocitos T yd (Figuras 4.11C-D)).

Cumpre salientar que a diminuicdo de linfocitos T a3, observada no camundongo
Tga20 em relagdo aos camundongos WT e Prnp®®, é mais evidente nos linfonodos
subcutédneos, do que nos linfonodos mesentéricos e no bago, assim como o

aumento de linfocitos Tyd € maior nesses dois ultimos.
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Figura 4.11: Menor numero de linfécitos T nos bagos de camundongos Tga20.
(A) Contagem de linfécitos totais nos bagos de camundongos WT, Prnp®° e Tga20.
(B) Numeros absolutos de linfocitos T CD3+ e B CD19+. Também s&o mostrados
nimeros absolutos de linfocitos TCRB™ (C) e TCRyd" (D) analisados quanto a
expressao das moléculas CD4 e CD8. Dados apresentados como média + erro
padrdo, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relagdo aos camundongos do tipo

selvagem, + p<0,05 em relacdo ao camundongo Prnp®®.
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4.2. Importancia da proteina prion celular na resposta migratéria de timécitos

Neste segundo conjunto de resultados pretendemos avaliar uma possivel
participagdo de PrP° na migragdo de timdcitos. Dessa forma apresentamos a seguir
resultados cujos experimentos buscavam estabelecer uma correlacdo entre a
expressao diferencial de PrP°, existentes nos modelos geneticamente modificados
estudados por nés, e a migragao de linfocitos em diferentes estagios de maturagao,

em resposta a diferentes estimulos direcionadores do processo migratorio.

4.2.1. Defeito na migracdo induzida por moléculas de matriz extracelular e CXCL12
em timécitos de camundongos com diferentes niveis de expressdo de PrP°

O processo de diferenciagao de timdcitos € dependente da interagao dessas células,
com diferentes nichos do microambiente timico. Para que tal interagdo ocorra, é
essencial a migragcdao dos timdcitos, interagindo com células que formam o
arcabouco timico e com moléculas produzidas por essas células, como as moléculas
de matriz extracelular. Nesse contexto, além de defeitos relacionados aos processos
de diferenciagdo propriamente ditos, os timécitos do camundongo Tga20 também
poderiam apresentar alteragdes em sua capacidade migratoria, prejudicando assim
seu processo de diferenciacdo. Uma indicacdo de que tal fendmeno esteja
acontecendo é o menor numero de linfécitos T encontrados nos 6rgaos linféides
secundarios analisados. Analisamos assim a resposta migratéria de timocitos dos
camundongos com diferentes niveis de expressdo de PrP® frente a moléculas de
matriz extracelular, laminina e fibronectina, e frente a quimiocina CXCL12, as quais
participam do processo migratério de timécitos no microambiente timico.

Utilizando laminina como estimulo haptotatico de migracdo, observamos na

populacdo total de timdécitos dos camundongos Prnpo’0 e Tga20 uma resposta

86



87

migratoria reduzida, quando comparada aos camundongos WT (Figura 4.12A).
Avaliando o percentual de células migrantes pertencentes a uma determinada
subpopulagdo, definida pela expressao diferencial de CD4 e CDS8, vimos uma
diminuicdo significativa em todas as subpopulagdes de timocitos dos camundongos
Prnp®° e Tga20 comparados aos camundongos controles (Figura 4.12B).

Quando avaliamos a migragao frente a fibronectina observamos que timécitos de
camundongos Prnp®® apresentam uma resposta migratoria reduzida quando
comparados aos camundongos WT. Este resultado foi observado nos timdcitos
totais (Figura 4.13A), e no percentual de células DP e SP CD8 migrantes, além de
uma tendéncia de diminuicdo nos timécitos SP CD4 (Figura 4.13B). Ja no
camundongo Tga20 nao houve diferenga entre os numeros de timdcitos totais que
migraram frente a fibronectina. Esse resultado reflete a resposta migratoria de
células DN do camundongo Tga20, semelhante a de camundongos controles.
Nesses animais, apenas a subpopulagao DP apresentou menor resposta migratoria

significativa em relagcdo a mesma subpopulacdo do camundongo WT (Figura 4.13B).
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Figura 4.12: Migracdo de timécitos com diferentes niveis de expressio de PrP°
frente a laminina. Timdcitos isolados de timos de camundongos WT, Prnp®° e
Tga20 foram colocados sobre membranas de nitrocelulose com poros de 5 um
tratadas com laminina 10 pyg/mL ou BSA na mesma concentragéo, apds 4 horas os
timocitos que migraram para o pogo inferior foram recolhidos e contados em camara
de Neubauer. (A) Numeros de timécitos totais apds subtragdo das células migradas
em BSA. (B) Percentual de células migrantes realizado a partir da subtragcdo das
células migradas em BSA, nas subpopulag¢des definidas pelas moléculas CD4/CD8.
Dados apresentados como média + erro padrao, com n=3. * p<0,05 em relacdo aos

camundongos controle WT, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®®.
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Figura 4.13: Migracdo de timécitos com diferentes niveis de expressio de PrP°
frente a fibronectina. Timdcitos isolados de timos de camundongos WT, Prnp0/0 e
Tga20 foram colocados sobre membranas de nitrocelulose com poros de 5 ym
tratadas com fibronectina 10 yg/mL ou BSA na mesma concentragao, apos 4 horas
os timécitos que migraram para o pogo inferior foram recolhidos e contados em
camara de Neubauer. (A) Numeros de timécitos totais apos subtragdo das células
migradas em BSA. (B) Percentual de células migrantes nas subpopulacdes definidas
pelas moléculas CD4/CD8 apos subtracdo das células migradas em BSA. Dados
apresentados como média + erro padrdo, com 3 a 4 animais por grupo. * p<0,05 em

relacdo aos camundongos selvagens, + p<0,05 em relacdo ao camundongo Prnp®°.

No microambiente timico a quimiocina CXCL12 é encontrada principalmente na
regido subcapsular e na medula timica, enquanto seu receptor CXCR4 é encontrado
em todas as subpopulagbes de timécitos (Campbell et al., 1999). Sendo assim
avaliamos a migragdo de timécitos das linhagens de camundongos estudadas
também em relacédo a CXCL12, com o intuito de verificar se os defeitos de migragéao
encontrados se estendem a estimulos quimiotaticos de migragao. De fato, vimos que
timdcitos de camundongos Prnp®° apresentaram menor resposta migratoria frente a
CXCL12, quando comparados aos timocitos do camundongo controle (Figura

4.14A), podendo ser observadas diferengas significativas em relagdo ao controle nas
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subpopulagdées DN e DP, e uma clara tendéncia de diminuicao nas células SP CD4
e CD8 (Figura 4.14B). Por outro lado, os camundongos Tga20 apresentaram
aumento de migragdo em relagdo ao controle na populagdo de timodcitos totais
(Figura 4.14A), enquanto que dentre as subpopulagdes, encontramos aumento no
percentual de células migrantes em relagdo ao controle, apenas nas células SP CD8
(Figura 4.14B).

Esses dados mostram que o camundongo Prnp®° apesar de nao apresentar defeitos
na diferenciagdo de timocitos, possui respostas migratorias deficientes frente aos
trés estimulos utilizados. Por outro lado, o camundongo Tga20 apresenta diferentes
respostas migratorias frente a estimulos diferentes, e que também variam quanto a

subpopulagao responsiva.
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Figura 4.14: Migragido de timécitos com diferentes niveis de expressio de PrP® frente
a quimiocina CXCL12. (A) Migracdo de timdcitos totais de camundongos WT, Prnp®® e
Tga20 em direcdo a CXCL12 (100 ng/mL). (B) Percentual de células migrantes das
subpopulacées de timdcitos definidas pela expressao das moléculas CD4/CD8 em direcao a
CXCL12. Resultados obtidos apds subtracao das células migradas em direcdo a CXCL12
das células que migraram em direcdo ao meio em auséncia de CXCL12. Dados
apresentados como média + erro padrao, com 3 animais por grupo. * p<0,05 em relacao aos

camundongos controle WT, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®°.
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4.2.2. Expressao de receptores de moléculas de matriz extracelular e de CXCL12
em timadcitos expressando niveis variaveis da proteina prion celular

Como observamos respostas migratorias alteradas nos camundongos com
diferentes niveis de expressdo de PrP® frente as moléculas de matriz extracelular
laminina e fibronectina, e a quimiocina CXCL12, avaliamos se a expressdo dos
receptores de tais moléculas poderia estar alterada nestes camundongos.
Inicialmente analisamos a expressdo de CD49f (a cadeia a6 do receptor de laminina
VLA-6). Nos camundongos Tga20 verificamos uma pequena diminuicdo no
percentual de timocitos expressando CD49f (Figura 4.15B). Nas diferentes
subpopulagdes definidas por CD4 e CD8, observamos uma pequena, mas

significativa diminui¢éo nos timocitos DP e SP CD4*CD8™ (Figura 4.15B).
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Figura 4.15: Expressao do receptor de laminina em timoécitos. Os histogramas em A
mostram a expressado da cadeia a6 (CD49f) do receptor de laminina VLA-6 na populagéo
total de timécitos nos camundongos WT (curva em preto), Prnp®° (curva em azul) e Tga20
(curva em vermelho). Marcacao especifica observada a partir da linha tracejada. Também é
mostrada a expressao da cadeia a6 na populacao total de timdcitos e nas subpopulagdes
em numeros relativos (B). Dados apresentados como média + erro padrédo, N-3 por grupo. *
p<0,05 em relagdo aos camundongos controle WT, + p<0,05 em relagdo ao camundongo

Prnp®.
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Também avaliamos a expressdo das cadeias o4 (CD49d) e a5 (CD49e),
componentes das integrinas VLA-4 e VLA-5, respectivamente, as quais sao
receptores de fibronectina. Verificamos, quanto a expressao de CD49d, pequenas
alteragdes no percentual de timécitos positivos nos camundongos Tga20 em relagéo
aos controles. Por outro lado, nesses mesmos animais, observamos nos timocitos
DN um pequeno, mas significativo aumento em relagdo aos camundongos controles,
e uma diminuigéo significativa nas células SP CD4 CD8" (Figura 4.16B). Quanto a
expressao da cadeia CD49e, verificamos diminuigdo no percentual de timécitos SP
CD4 e CD8 do camundongo Tga20 em relagdao aos controles (Figuras 4.17A e
4.17B). Nos animais Prnp®°® nenhuma alteragdo na expressdo das cadeias a das

integrinas estudadas foi observada em relagdo aos camundongos controles.

A Timécitos totais B wrt [
469 1100 - Prnp%° ]
- I Tga20 Il
351 - — Pmpo® M+ * + B
— Tga20 +
. p *
5 234 8 *
Z 5
0 =2 T84 L l
©
o
1174 [}
°
p 3
1] — 1 T
40 n 1n2 1 nt
od > 0ot DN DF D! D!
TOTAL DN DP CD4 (on]]

Figura 4.16: Expressao da cadeia a4 receptor de fibronectina VLA-4 em timécitos. Os
histogramas em A mostram a expressao da cadeia a4 (CD49d) do receptor de fibronectina
VLA-4 na populagao total de timdcitos nos camundongo WT (curva em preto), Prnp®° (curva
em azul) e Tga20 (curva em vermelho). Marcagao especifica observada a partir da linha
tracejada. (B) Expressdo da cadeia a4 na populagdo total de timoécitos e nas
subpopulagées em numeros relativos. Dados apresentados como média £ erro padrdao, N=3
por grupo. * p<0,05 em relagcdo aos camundongos WT, + p<0,05 em relagdo ao

camundongo Prnp®®.
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Quanto a expressdo de CXCR4, receptor de CXCL12, encontramos uma diminuigéo
significativa entre os timoécitos DN e SP CD8 dos camundongos Tga20, e uma
diminuigao nas células SP CD4 do camundongo Prnp®° (Figura 4.18).

Apesar das pequenas flutuagdes nos percentuais de timocitos do camundongo
Tga20 expressando as cadeias a das integrinas avaliadas, as mesmas néo refletem
as respostas migratorias destes timdcitos, o que poderia estar relacionado a um
estado de ativagdo modificado nos timécitos deste camundongo. O mesmo pode ser
considerado em relagcdo ao camundongo PrnpO’O, que, apesar de apresentar
resposta migratoéria diminuida frente a laminina e fibronectina (quando comparados
aos animais controles), ndo apresenta alteragdes na expressdo dos receptores

destas moléculas em timadcitos.
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Figura 4.17: Expressao da cadeia a5 do receptor de fibronectina VLA-5 em timocitos.
Os histogramas em A mostram a expressado da cadeia a5 (CD49¢) na populagao total de

timdcitos nos camundongo WT (curva em preto), Prnp®® (

curva em azul) e Tga20 (curva em
vermelho). Marcagao especifica observada a partir da linha tracejada. (B) Expressao da
cadeia o5 na populagcédo total de timdcitos e nas subpopulagdes em numeros relativos.
Dados apresentados como meédia + erro padrdo, N=3 por grupo. * p<0,05 em relacdo aos

camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®°.
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Figura 4.18. Expressao do receptor CXCR4 em timécitos. Os histogramas em A mostram

a expressao do receptor de CXCL12, CXCR4 na populacdo total de timdcitos nos

0/0

camundongo WT (curva em preto), Prnp™™ (curva em azul) e Tga20 (curva em vermelho).

Marcacao especifica observada a partir da linha tracejada. (B) Percentual de células
expressando CXCR-4 na populagdo total de timécitos e nas subpopulagdes. Dados
apresentados como média * erro padrdo, com 4 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relagao

aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®°.

4.2.3. Expressdo aumentada de moléculas de matriz extracelular e CXCL12 no timo
de camundongos super-expressando PrP°¢

Em funcdo do defeito de diferenciagdo nos timos de camundongos super-
expressando PrP°, além das alteragdes nas respostas migratérias de timocitos que
nao expressam tal molécula, ou que a super-expressam, julgamos também
pertinente avaliar no timo dos animais estudados a expressao das moléculas
utilizadas no ensaios de migragdo in vitro, as quais poderiam in vivo, alterar
respostas migratorias e influenciar a diferenciagédo de timécitos.

Verificamos que os timos de camundongos Tga20 apresentam aumento da
expresséo de laminina em toda extensdo do 6rgao, quando comparados aos timos
de camundongos controles e nocautes (Figuras 4.19A e B). Por outro lado, os timos

de animais Prnp®® apresentaram apenas um discreto aumento de expressdo de
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laminina na regido cortical, quando comparados aos timos de animais controle, o
que nédo reflete um aumento significativo na expressdo desta molécula (Figuras
4.19A e B). Vimos ainda um aumento de fibronectina no timo do TgaZ20, tanto na
regido cortical quanto na medular. J& no camundongo Prnp®®, ndo observamos
aumento desta molécula quando comparado aos controles (Figuras 4.19A e B). Por
fim, também detactamos aumento de CXCL12 no timo de camundongos Tga20 em

0/0
(

relacdo aos controles, e nenhuma alteragao no timo do camundongo Prnp™ (Figuras

4.19A e B).
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Figura 4.19. Aumento de ligantes de matriz extracelular e de CXCL12 no
microambiente timico do camundongo Tga20. (A) Expressdo das moléculas laminina
(esquerda) e fibronectina (centro) em aumento de 400x, e de CXCL12 (direita) em aumento
de 100 vezes em timos de camundongos WT, Prnp”° e Tga20. Os insertos representam o
controle de Ig nado relacionada. (B) Quantificagdo da deposicao de laminina (esquerda),
fibronectina (centro) e CXCL12 (direita) em timos dos camundongos analisados. Em A

fotomicrografias representativas de pelo menos 3 animais por grupo. Em B dados

96



97

apresentados como média + erro padrdo, com 3 animais por grupo. * p<0,05 em relacéo aos

camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relagdo ao camundongo Prnp®°.

4.2.4. PrP® como molécula quimioatraente para timécitos

No presente trabalho, utilizamos camundongos geneticamente modificados para
estudar um possivel papel de PrP° na fisiologia do timo. No entanto, utilizamos
também a molécula PrP® soltivel como estimulo quimiotatico para avaliar se esta
molécula pode estar diretamente envolvida na migracado de timocitos. Inicialmente,
realizamos ensaios de migragdo utilizando diferentes doses de PrP® na camara
inferior do inserto de transwell. Na Figura 4.20A sado mostrados dois experimentos,
onde podemos observar que a resposta migratéria de timocitos obtidos de
camundongos normais aumenta quando estimulados com doses crescentes de
PrP®, até a concentragdo de 200 ng/mL. Entretanto, em concentragdo de PrP°¢ 5
vezes maior (isto €, 1000 ng/mL) o numero de células que migraram era menor,
indicando uma possivel saturagdo de receptores. Na Figura 4.20B, através do
percentual de células migrantes nas subpopulagdes de timdécitos migrando em
direcdo a PrP® a 200 ng/mL, podemos ver que todas as subpopulagdes migram em

resposta a PrP®, com as células SP CD4 e CD8 apresentando maior responsividade.

97



98

A . .
90+ Experimento 1 — 3 Experimento 2
3 3
x x
8 $
c [ .
5 5 2
2 k=2
£ 101 £
8 8
3 3 11
\8 ~8
S 3
(-] (-]
Z g <5
50 ng/ml 100 ng/ml 200 ng/ml 1000 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 200 ng/ml
4 B
[72]
3 34
c
o
2
€ o]
0
)
>
o
o 1
[
T
X
0
DN DP CD4 CD8

Figura 4.20: PrP® como molécula quimioatraente. (A) Dois ensaios independentes cada
um feito com pool de timos de 3 animais, referentes a migracdo de timécitos totais de
camundongos WT, em direcéo a diferentes concentragdes de PrP® na camara inferiror. (B)
Percentual de células migrantes das subpopulag¢des de timdcitos definidas pela expressao
das moléculas CD4/CD8 em direcdo a diferentes concentracdes de PrPC. Dados de 2
ensaios independentes, com n=2. Todos os resultados obtidos apds subtracdo das células

migradas em diregdo ao meio em auséncia de PrP°.
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6. Discussao

Diversos trabalhos tém sugerido a participacéo da proteina prion celular na ativagao
de linfécitos T maduros, muito embora ainda existam controvérsias quanto aos
eventos controlados por PrP® (ver revisdo Isaac et al, 2006). A demonstracdo
recente de que animais Prnp®°® apresentam maior susceptibilidade a encefalomielite
autoimune experimental (Tsutsui et al, 2008; Ingram et al, 2009), além de uma
resposta alterada na infecgdo pela bactéria Streptococcus pyogenes (Ingram et al,
2009) indicam fortemente sua importancia na fisiologia do sistema imune. O possivel
envolvimento de PrP° na apresentacdo antigénica, sendo expresso em linfécitos T e
células dendriticas (Ballerini et al, 2006), sugere ainda uma participagéo na interagéo
entre timocitos e células do microambiene timico, essenciais no desenvolvimento de
linfocitos T. A expressdo de PrPC na superficie de timocitos (Liu et al, 2001; Jouvin-
Marche et al, 2006) e em células do microambiente timico, como TECs (Ford et al,
2002) e células dendriticas (Martinez del Hoyo et al, 2006), fortalece esta hipétese.
Por outro lado, PrP® também é encontrada no meio extracelular, na forma soluvel
(Parizek et al, 2001; Harris et al, 1993) e associada a vesiculas exossbmicas
(derivadas da via exocitica) ou em microvesiculas de membrana (Liu et al, 2002;
Porto-Carreiro et al, 2005; Mattei et al, 2009). Assim, Prp® poderia estar envolvida
na interacdo célula-célula ou na ativacdo de receptores expressos na superficie
celular dos timécitos ou de células do microambiente.

Embora muitos ligantes ja tenham sido descritos para PrP°, ainda n3o se sabe se
existe um ligante principal, ou se suas fungbes dependeriam de sua interagdo com
diferentes parceiros. Nesse sentido, foi sugerido que PrP° poderia atuar como uma

plataforma que serveria de base para a interagdo de varias proteinas, que se
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ligariam diretamente a proépria PrP® ou a moléculas associadas, formando um
complexo multiprotéico. As interacdes celulares dependentes de PrP® dependeriam
do nivel de expressdo da molécula e de seus ligantes e das caracteristicas do
microambiente extracelular. Dessa forma as vias de sinalizagdo deflagradas
dependeriam das interacbes possiveis em determinada célula. Este tipo de
complexo multimolecular poderia explicar os diferentes processos biolégicos onde a
participacéo de PrP° ja foi descrita (Linden et al, 2008).

Entre os varios ligantes de PrP° ja evidenciados, alguns sdo sabidamente expressos
no timo, como heparan sulfato (Werneck et al, 2000; Garner et al, 2008) e laminina
(Kutlesa et, 2002; Ocampo et al, 2008), ambos constituintes da matriz extracelular.
Outro ligante de PrP® cuja expressdo no timo ja foi observada em nosso
Laboratério, mas que ainda n&o foi descrita na literatura, € a molécula STI-1.
Detectamos sua expressdao em linhagens de células epiteliais timicas, e in situ no
préprio 6rgao, sendo observada marcagao em regidoes de cértex e medula (dados
nao mostrados).

Outra forma de interagdo mediada por PrP°, seria por ligacdes homofilicas entre
mondmeros de PrPC. Baseado em dados obtidos por ressonancia magnética nuclear
sobre a estrutura de PrPC, e em resultados sobre a fungdo do dominio hidrofébico
(HD) da molécula (ver Figura 1.1), foram construidos modelos de dimeros de PrP°
presentes na superficie celular (Rambold et al, 2008). Sdo sugeridas duas formas de
interacdo entre os mondmeros: na primeira, ambos estariam presentes na
membrana celular da mesma célula; na segunda, os monémeros estariam presentes
em células adjacentes (Figura 6,1). Dimeros de PrP® ja haviam sido sugeridos
anteriomente (Priola et al, 1995; Meyer et al, 2000), com o dominio HD como um

possivel sitio de dimerizacdo (Warwicker, 2000). A interacdo homofilica entre
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moléculas de PrP° foi sugerida no endotélio cerebral, favorecendo o contato célula-
célula e participando da migragdo transendotelial de células circulantes, como

monocitos (Viegas et al, 2006).

Figura 6.1. Modelo estrutural de um dimero de PrP®. (A) Os dois mondmeros
ligados, ambos na mesma célula. (B) Dimero em conformagao trans: monémeros

ligados a células vizinhas (Obtido a partir de Rambold et al, 2008).

A seguir, discutiremos nossos resultados na forma de sub-itens.

Expressao de PrP® no timo

Nesse trabalho, buscamos identificar um possivel papel funcional de PrP¢ no
desenvolvimento de linfécitos T. Para tal, utilizamos como ferramentas
camundongos com variagao na expressao de PrP¢. Com essa abordagem genética,
procuramos avaliar, o processo de maturagao intratimica de linfécitos T e a atividade
migratoria dos timécitos.

A expressdo de PrP® em timocitos e em células do microambiente timico € um

importante dado na conducdo deste trabalho. Nesse sentido, confirmamos
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inicialmente a auséncia de expressdo de PrP® nos camundongos nocautes e a maior
expressao de PrP® nos timécitos dos camundongos Tga20. Em trabalhos anteriores,
a expressao em células do epitélio foi sugerida por marcagao in situ de células com
aspecto epitelial (Ford et al, 2002), principalmente na medula e, em menor extenséo,
no cortex. Também in situ, foi observada expressdo de GFP dirigida pelo promotor
de PrP® em TECs medulares (Lemaire-Vieille et al, 2000). Em nosso trabalho,
detectamos a expressdo de PrP® em linhagens de TECs com caracteristicas
fenotipicas de coértex e também em linhagens com caracteristicas fenotipicas de
medula timica. Esse dado sugere que células localizadas em diferentes regioes,
poderiam utilizar PrP® como via de interacdo com timdcitos, influenciando assim,
eventos que ocorrem em diferentes regides do timo, como os processos de selegcao
B, selecao positiva e negativa, além da migragdo dos timodcitos nas diferentes
regides dos Iébulos timicos.

Além disso, nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar a expressdo de PrP® em
células do endotélio timico, através da analise da linhagem endotelial timica tEnd.1
(Terra-Granado et al, 2007). Esse dado nos leva a pensar em uma participacdo nos
processos de entrada de precursores e/ou saida de timocitos do érgao. Dados
mostrando que PrP® esta envolvida na migracdo transendotelial de mondcitos
fortalecem tal hipétese (Viegas et al, 2006). A expresséo de PrP® foi observada em
regides de contato entre células endoteliais adjacentes do cérebro de camundongos
WT. No entanto, em culturas mistas com células endoteliais obtidas de
camundongos WT e Prnp®°, a expressdo de PrP® na regido de contato sé é
observada entre células WT, nao entre células WT e PrnpO’O. Esse dado sugere a
existéncia de interacdes homofilicas entre mondmeros de PrP® localizados na regido

de contato entre células adjacentes. Além disso, o bloqueio da migragao
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transendotelial de mondcitos por anticorpos anti-PrP® indica a participagdo dessa
molécula na passagem de células circulantes pela barreira hemato-encefalica

(Viegas et al, 2006).

PrP® na diferenciacio intratimica de linfocitos T

As analises morfolégicas e das subpopulagdes de timocitos das linhagens de
camundongos estudadas nos mostraram que os camundongos Tga20, com super-
expressdo de PrP®, apresentam uma intensa hipoplasia timica. Esta é caracterizada
por um bloqueio parcial de diferenciagao, com acumulo de células no estagio DN3 e
reducao nas subpopulagdes subsequentes.

Dessa forma, realizamos uma analise do perfil dos timécitos DN do camundongo
Tg20, objetivando uma melhor compreensao sobre o que ocorre na transicao de DN
para DP. A analise dos estagios de diferenciacdo na subpopulacdo DN sugere que
as alteragdes no timo de camundongos Tga20 possam estar ocorrendo desde os
estagios iniciais de diferenciacao, pois 0 numero absoluto de células em DN1 e DN2
€ significativamente menor do que nos animais controles. Essa alteragao pode estar
relacionada a defeitos na entrada de precursores da medula éssea no timo ou
mesmo na produgao desses precursores. Em DN3, apesar do aumento percentual,
nao ha alteragdo do numero absoluto de células em relagdo ao controle. A alteracao
principal se deve ao menor numero de células no estagio DN4 ou pré-DP.
Fisiologicamente, em DN4 ocorre uma intensa proliferacdo de timdcitos que
passaram pela chamada selegdo B em DN3. Quando esta proliferagao é deficiente,
observa-se acumulo em DN3 a semelhanga do que observamos no Tga20.

Ja foi demonstrado que varias moléculas estdo envolvidas na regulacdo da

diferenciagcdo de DN1 para DN2, como Notch1 e WNT (revisado em Rezzani et al,
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2008), assim como a molécula de sinalizagao intercelular Sonic Hedgehog (Shh), a
qual atua durante o desenvolvimento regulando a organogénese. Em camundongos
deficientes para a molécula Shh, foi observado um bloqueio na transicdo entre DN1
e DN2, além de um segundo defeito na transicdo para DP, com aumento de morte
celular em DN4. Esses dados indicam que esta molécula gere sinais necessarios
para a transicdo de DN1 para DN2 e esteja envolvida na produgdo de células
CD4*CD8" (Shah et al. 2004). De forma semelhante, PrP® poderia atuar em
momentos diferentes da diferenciagao de timdcitos, uma vez que nos camundongos
que super-expressam essa molécula, observamos diminuicdo nos estagios DN1 e
DN2, e também uma diminuicdo em DN4.

Em camundongos deficientes para as enzimas RAG-1 (do Inglés recombination
activating genes 1) e RAG-2 (Mombaerts et al, 1992; Shinkai et al, 1992) -- que
controlam o rearranjo génico nos seguimentos V, D e J das cadeias do TCR --, e em
camundongos com deficiéncia em quaisquer dos componentes do complexo pré-
TCR (Fehling et al, 1995; Malissen et al, 1993; Mombaerts et al, 1992), ha um
severo bloqueio no desenvolvimento de linfécitos T no estagio DN3. Tal bloqueio se
deve ao evento de seleg¢ao 3, onde timdcitos imaturos expressando uma cadeia B do
TCR funcional, a qual se associa com uma cadeia invariante substituta pré-TCRa
(pTa) e cadeias da molécula sinalizadora CD3 (formando o complexo pré-TCR) sao
selecionados para prosseguir a diferenciagao na linhagem de timdcitos expressando
TCR af. A sinalizagao pelo complexo pré-TCR esta relacionada classicamente a
multiplas respostas celulares que incluem sobrevivéncia, intensa proliferacéo (6 a 8
ciclos), parada na recombinacado do locus TCRp, diferenciagcdo em DP e inicio do
rearranjo do locus TCRa (Dudley et al, 1994; Levelt et al, 1995; Koyasu et al, 1997;

revisado em Ciofani e Zuniga-Pflucker, 2007). Nossos dados mostram nos
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camundongos Tga20 um acumulo de células em DN3, com diminuigdo em DN4,
aléem de n&do haver aumento de morte celular entre as células DN, indicando assim,
que a diminuicdo do numero de células em DN4, e consequentemente, nas
subpopulag¢des subquentes, ocorra devido a uma menor proliferagdo nesse estagio.
Adicionalmente, a analise da expressdo da cadeia B do TCR, demonstra que
timocitos do camundongo Tga20 expressam essa molécula em menor densidade do
que os timocitos do camundongo controle, indicando um possivel retardo de
diferenciagdo nessas células. No curso da diferenciacédo, na transicdo entre DN e
DP, timécitos diminuem a expressao de CD25 e aumentam CD5 (Bhandoola, et al,
1999). A anadlise dessas moléculas no timo do camundongo Tga20 demonstrou a
presenca de CD25 em uma grande proporcao de células DP, e ainda em timécitos
SP CD4 e CD8 (Jouvin-Marche et al, 2006). Além disso, a maioria das células DP e
metade das SP CD4 expressam CD5 em baixos niveis. A molécula CD69 também é
utilizada como marcador na diferenciagcao de timdcitos: sua expressao € observada
apos a selegao positiva em timocitos DP e em SP imaturos (Nakayama, et al, 2002).
A analise de sua expressdo no camundongo Tga20 revelou uma redugdo na
expressdo de CD69 em células SP CD4, sugerindo uma selecdo positiva
parcialmente prejudicada (Jouvin-Marche et al, 2006). Esses dados, juntamente com
uma menor expressdo do TCR, favorecem a possibilidade de também estar
ocorrendo nos timécitos de animais Tga20 um defeito no processo de maturacgéao.
Nossos dados de marcagao com anexina V revelaram aumento de morte celular nas
subpopulagcdes DP, e SP para CD4 e CD8 de camundongos Tga20, quando
comparados aos camundongos do tipo selvagem. Esses dados indicam que além de
defeitos relacionados a selecédo B, os timdcitos dos animais transgénicos para PrP®

podem também apresentar defeitos nas selegdes positiva e/ou negativa que ocorrem
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durante esses estagios de desenvolvimento, e que estédo relacionados a sinalizagéo
deflagrada a partir da interagdo do TCRa3 com o complexo peptideo-MHC (pMHC).
Nos camundongos Tga20, a super-expressao de PrP® poderia interferir na
sinalizagdo via TCR, como demonstrado para outras moléculas (Rowbotham et al,
2007), alterando assim o processo de diferenciagdo de timocitos, em diferentes
estagios. A possivel interagdo de PrP® com moléculas do complexo TCR (Stuermer
et al, 2004; Mattei et al, 2004; Paar et al, 2007) poderia alterar essa sinalizag&o
numa situacao de desequilibrio (super-expressao).

Em outro modelo animal de super-expressao de PrP®, o camundongo Tga33, onde a
molécula é superexpressa apenas em linfocitos T (devido ao direcionamento da
expressao génica pelo promotor da tirosina-quinase Lck), a diferenciagao intratimica
de linfocitos também foi avaliada (Jouvin-Marche et al, 2006). Apesar do defeito ser
menos acentuado que em camundongos Tga20, os animais Tga33 apresentam
hipoplasia timica com numeros reduzidos de timocitos, aumento no percentual de
timocitos DN e diminuigdo nos DP, o que reforga a interferéncia da super-expressao
de PrPC nos processos de diferenciagdo de timdcitos.

As alteragdes encontradas na diferenciagao intratimica vistas no camundongo Tga20
nos levaram a analisar 6rgaos periféricos do sistema imune desses animais. Como
esperado, encontramos diminuicdo na populacao de linfécitos T af e aumento na
populacédo T yd do bacgo, linfonodos subcutaneos e linfonodos mesentéricos. No
entanto, comparando os trés compartimentos linféides, pudemos observar,
diferentes padrbes na distribuicdo das populagcdes linféides. Nos linfonodos
subcuténeos do Tga20 ocorre uma redugao mais drastica nos linfécitos T a3 CD4 e

CD8, que nos linfonodos mesentéricos e no bago.
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Mais recentemente, foi mostrado que o bago de camundongos Tga20 apresenta
menor numero de linfocitos T aff e um aumento nos linfécitos T yd comparados ao
camundongo controle (Zabel et al, 2009), de acordo com o que encontramos. Nesse
trabalho, os autores mostram ainda que camundongos Tga19, os quais também
super-expressam PrP¢, e camundongos resultantes do cruzamento entre
camundongos Tga20 e Prnp®° (hemizigotos para o transgene Prnp), néo
apresentam as alteragdes encontradas no bago dos Tga20 homozigotos. Através da
analise de cromossomas metafasicos foi observada em camundongos Tga20, uma
hibridizagdo para o gene Prnp na regido central do cromossoma 17, onde sao
encontrados genes importantes no desenvolvimento de células T, como a cadeia
pTa. Devido a menor expressdo do RNA mensageiro desta molécula no timo de
camundongos Tga20 e ao fendtipo semelhante observado nos camundongos
nocautes para a cadeia pTa, os autores sugerem uma insergao do transgene Prnp
na referida regido. Como ndo ha hibribizagdo no cromossoma 2 (onde se localiza o
gene Prnp) em camundongos Tga20, Tga19, nem nos WT, é sugerido que tenha
ocorrido uma concatamerizagdo de algumas ou das 60 copias do transgene Prnp no
cromossoma 17 dos animais Tga20, sendo assim possivel sua localizagéo (Zabel et
al, 2009). No entanto, a observagéao da expressao da cadeia f do TCR em timdcitos
DN dos camundongos Tga20, sugere a expressédo da cadeia pTa nesses animais.
Adicionalmente, o aumento de morte celular encontrado nas subpopulagcdes DP e
SP, indica fortemente alteracbes em processos ndo relacionados a cadeia pTa,
incluindo selecgdo positiva e selecdo negativa. E importante ainda ressaltar que o
camundongo Tga33 analisado anteriormente em outro trabalho, e que super-
expressa PrP, também apresenta bloqueio parcial de diferenciagéo (Jouvin-Marche

et al, 2006). Para um entendimento mais definitivo sobre esse aspecto, sera
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necessario um estudo genético mais detalhado sobre a localizacdo exata da
insercdo do transgene, em paralelo a analise de expressdo e funcionalidade da

molécula pTa nos camundongos TgaZ20.

Envolvimento de PrP°® na migracio de timdcitos

A segunda parte de nossos resultados diz respeito ao envolvimento da molécula
PrP® na migracédo de timocitos. A interagdo desta molécula com laminina causou
interesse sobre uma possivel fungdo de PrP° na migragado linfocitaria.
Funcionalmente, a interacao PrP%/laminina foi relacionada a adesdo neuronal e
crescimento de neuritos (Graner et al, 2002a; 2002b), além de consolidagdo de
memoria (Coitinho et al, 2006). Como ja descrito na introdugdo dessa tese, a
laminina exerce importante papel no desenvolvimento de linfocitos, sendo descrita a
participacédo de diferentes isoformas na sobrevivéncia, diferenciagdo e migragéao de
timocitos (Magner et al, 2000; Ocampo et al, 2008).

Além da laminina, utilizamos como estimulos migratérios a molécula de ECM
fibronectina a qual ndo interage com PrP° (Haijj et al, 2007), e a quimiocina CXCL12,
0 que nos permitiu realizar uma avaliagcdo mais ampla das respostas migratorias de
camundongos expressando diferentes niveis de PrP°.

Nos camundongos Tga20 encontramos respostas migratorias distintas para os
diferentes estimulos migratorios utilizados. Uma menor migracdo de todas as
subpopulagdes do Tga20 frente a laminina, enquanto que frente a fibronectina
apenas timécitos DP apresentaram menor migragdo significativa em relagédo a
subpopulagdo equivalente nos camundongos controles. Por outro lado, no que
concerne a migragao induzida por CXCL12, observamos uma maior migracado de

timoécitos CD8 SP, e uma tendéncia de aumento nas CD4 SP, em relacdo ao
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controle. Esses dados, aliados a maior deposicdo das moléculas laminina,
fibronectina e CXCL12 no timo do camundongo Tga20, sugerem que o resultado
final da migracédo de timdcitos neste animal resulte de um balango entre diferentes
estimulos, corroborando a hip6tese que a migragcédo de timdcitos seja resultante de
um sistema multivetorial de estimulos migratorios (Savino, 2007; Mendes-da-Cruz et
al, 2008).

No camundongo Prnp®° o perfil é bastante diferente, havendo de uma maneira geral
uma menor resposta migratéria das subpopulagdes de timécitos frente aos
diferentes estimulos. Apesar de os timécitos desses animais nao apresentarem
alteragcbes na expressdao dos receptores das moléculas analisadas, deve-se
considerar as modificagbes espaciais que podem ser sofridas por integrinas,
alterando seu grau de ativagao a partir de diferentes estimulos como quimiocinas
(Sanz-Rodriguez et al, 2001; Kinashi, 2005) e ativacdo do complexo TCR (Gomez &
Billadeau, 2008). Embora a diferenciagao intratimica de linfécitos T nesses animais
transcorra de forma aparentemente normal, os experimentos realizados ex vivo
mostram claramente um defeito migratério nas células do camundongo Prnpo’o, que
in vivo pode estar sendo compensado por outras moléculas.

Por fim, nossos dados indicando que a proteina prion celular exerce efeito
quimiotatico sobre timécitos fortalece a hipotese de sua participagao na fisiologia do
timo. Apesar de os dados aqui apresentados ainda serem iniciais, sdo bastante
promissores, pois indicam claramente uma nova fungdo de PrP° no sistema imune.
A participacdo de PrP® na adesdo celular foi demonstrada em diferentes estudos
que sugerem o envolvimento de interagdes homofilicas entre moléculas de PrP®
(Mange et al, 2002), além de interagdbes com outras moléculas como laminina

(Graner ET AL, 2000a, 2000b) e NCAM (Sunccione et al, 2005). Quanto a migragéo
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leucocitaria, existem dados referentes aos efeitos do peptideo PrP 106-126, similar a
seqiiéncia de aminodacidos 105-125 da proteina PrP® de camundongos e ratos, e
que induz morte celular em cultivos celulares de cérebro dissociado. Esse peptideo
induz alguns eventos envolvendo ativagdo de células do sistema imune,
particularmente a indugdo de respostas quimiotaticas em células dendriticas
imaturas (Kaneider et al, 2003), mondcitos, neutréfilos e linfécitos (Diomede et al,
1996).

Nos estudos que revelaram a importancia da interagdo entre PrP® e a molécula STI-
1 na protegcado contra morte neuronal induzida, o peptideo PrP 106-126 mostrou-se
capaz de bloquear o efeito neuroprotetor do peptideo que mimetiza a regido em
STI-1 de interagdo com PrP° (denominado PrR). Tal bloqueio ocorre provavelmente
devido a sobreposi¢ao da sequéncia 106-126 no sitio de interacdo com STI-1 (ver
Figura 1.1), impedindo assim a interacédo do peptideo PrR com PrP® presente na
membrana neuronal. Dessa forma, nos ensaios de migragao leucocitaria o peptideo
PrP 106-126 poderia estar mimetizando o papel exercido por PrP°, interagindo com
ligantes presentes na superficie celular. A molécula STI-1 se encaixaria como um
possivel ligante. Para testar tal hipotese sera necessaria uma investigagao sobre a
expressao dessa molécula em células do sistema imune.

Por fim, outro candidato interessante seria a propria molécula PrP®, ja que a
sequéncia 106-126 também se sobrepbe a sequéncia do dominio HD, sugerido
como uma regido de contato entre mondmeros de PrP® (Rambold et al, 2008). A
molécula PrP® recombinante utilizada em nossos ensaios de quimiotaxia poderia
induzir a migracao de timdcitos através de interacbes homofilicas. Tais interacdes
poderiam ter implicacdes funcionais no desenvolvimento de timdcitos, assim como

na fisiologia de células do microambiente timico.
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6- CONCLUSOES
Considerando os dados discutidos nesta tese de doutorado podemos concluir os

seguintes pontos:

<> PrP® é expresso constitutivamente em timdcitos e células do microambiente
timico.

X Camundongos Tga20, com super-expressdo de PrP®, apresentam hipoplasia
timica, com bloqueio parcial de diferenciagcao de timécitos, com acumulo de células
no estagio DN3.

X Timdcitos dos camundongos Tga20 sdo mais sensiveis a apoptose quando
comparados a timécitos dos animais controles (o que explicaria em parte o pequeno
numero de timécitos no timo dos camundongos Tga20).

X Os 6rgaos linféides periféricos de camundongos com super-expressao de
PrP® apresentam desequilibrio nos niimeros de linfécitos T expressando ap e T y3.
X O desequilibrio na expressdo intratimica de PrP® correlaciona-se com
alteracdes nas respostas migratérias frente a diferentes estimulos, incluindo pelo

menos as moléculas de matriz extracelular laminina e fibronectina, e a quimiocina

CXCL12.
X A molécula PrP® parece apresentar efeito quimioatraente sobre timécitos.
X Tomados em conjunto, os dados aqui apresentados mostram a participagao

de PrP° na fisiologia do timo.
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Abstract

The cellular prion protein (PrP<) is expressed in the nervous
and Immune systems. Functionally, PrP< has been suggested
to participate in neuron survival, neuritogenesis and T lym-
phocyte activation. Moreover, PrPS interaction with laminin
influences neuronal adhesion and neurite extension. Never-
theless, so far the physiological role of PrP© has not been
completely elucidated, particularly in the immune system.
The aim of the study was to evaluate the possible participa-
tion of PrPCin intrathymic T cell development. We evaluated
T cell differentiation markers in thymocytes and peripheral
lymphocytes, as well as thymocyte death in PrPSnull or
PrP-overexpressing (Tga20) mice, compared to wild-type
controls. In these same animals, we ascertained laminin-
driven thymocyte migration. Compared to controls, only
marginal differences were found in PrP%-null animals. How-
ever, Tga20 mice exhibited a severe thymic hypoplasia, with
10-20% lymphocytes compared to wild-type counterparts.
In particular, the frequency of CD4+CD8+ cells was largely

reduced, and this was accompanied by a dramatic increase
in the frequency of CD4-CD8&- thymocytes, which could be
as high as 60-65% of the whole-cell suspensions. Moreover,
Tga20 mice exhibited an increase in thymocyte death, com-
prising the CD4+CD8+, as well as CD4+ and CD8+ single-
positive cells. Additionally, laminin-driven migration was
largely impaired in Tga20 mice, in which we also found a sig-
nificant decrease in total T lymphocytes in the spleen and
lymph nodes. Our results show that PrP< overexpression al-
ters intrathymic T cell development, a defect that likely has
a negative impact in the formation of the T cell peripheral
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Introduction

The cellular prion protein (PrP®) isa glycosylphospha-
tidylinositol-anchored glycoprotein concentrated in lipid
raft microdomains, expressed on a wide range of tissues,
including tissues in the nervous and immune systems [1].
Although it is well defined that the pathogenesis of prion
diseases occurs through the direct interaction between
the constitutively expressed isoform PrP“ and the scrapie
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protease-resistant isoform prion (PrP%9), with conversion
of PrP“ to PrP* [2], the precise physiological role of PrP“
remains unclear.

The ability of PrP® to bind a variety of molecules has
been used as a tool to understand PrP® functions. The
PrP© binding to laminin was suggested to be involved in
neuronal adhesion, as well as neurite extension and main-
tenance. In addition, other adhesion molecules like lam-
inin receptor, heparan sulfate and neural cell adhesion
molecule have been described as PrP¢-binding proteins.
Moreover, PrP“ interactions with Bcl-2 family members
and stress-inducible protein-1 have been suggested to
protect neurons from apoptosis. Accordingly, PrP* ca-
pacity to bind and chelate copper seems important in
neuronal resistance to oxidative stress [for reviews, see
3, 4].

Although the nervous system is the main site for PrP“
expression, this molecule is also widely expressed in the
immune system [1]. Importantly, PrP® expression is in-
creased upon T lymphocyte activation [5], PrP“ engage-
ment induces the recruitment of signaling cascade mol-
ecules [6], and PrPC is involved in MHC-peptide-driven
T lymphocyte-dendritic cell interactions [7]. Addition-
ally, it seems to modulate phagocytosis, likely being in-
volved in inflammatory responses [8].

In situations of PrP“ overexpression, deviations of
physiological functions were observed, including deliv-
ery of proapoptotic messages when PrP“-mediated sig-
naling exceeds a certain threshold [9, 10], as well as PrP©
overexpression in brain endothelial cells in a rat model of
cerebral ischemia [11].

In the thymus, PrP® is expressed by thymocytes [12],
thymic epithelial cells (TEC) and dendritic cells [1]. More
recently, it has been reported that PrP" transgenic mice
exhibit an intense thymic hypoplasia with depletion in
the CD4+CD8+ thymocyte subpopulation, paralleled by
accumulation of CD44-CD25+CD4-CD8- cells, possi-
bly arrested in the DN3 stage of differentiation, differen-
tially impacting on o and y& T cell lineages [10].

The thymus is a primary lymphoid organ in which
bone marrow-derived cell precursors undergo T lympho-
cyte differentiation. Such a process involves sequential
expression of various proteins and rearrangements of T
cell receptor (TCR) genes, as the developing thymocytes
migrate in the thymic lobules. This migration allows thy-
mocytes to encounter cortical and medullary nonlym-
phoid microenvironments through distinct cell-cell and
cell-matrix interactions, which interfere with the differ-
entiation process. Finally, positively selected mature T
lymphocytes leave the thymus, migrating to the T cell-
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dependent areas of secondary lymphoid organs [for re-
views, see 13, 14]. Although the understating of this mi-
gration process is improving [15, 16], many gaps are still
present, particularly if we consider that thymocyte mi-
gration is a result of multivectorial stimuli [17], whose
complete ligand-receptor pair chart has not been com-
pleted so far.

In any case, considering that (1) PrP“ binds laminin
[18, 19], which is a relevant extracellular matrix in thy-
mus physiology [15], (2) PrP® is involved in peripheral T
cell activation [6, 20] and (3) it is constitutively expressed
in the thymus [1], it appeared plausible that PrP® plays a
role in thymus physiology. Herein, we evaluated thymo-
cyte differentiation and migration parameters in animals
expressing distinct levels of PrP“. Moreover, changes
seen in the thymus of PrPC-overexpressing Tga20 mice
were correlated with the diminished amounts of T cells
seen in peripheral lymphoid organs.

Materials and Methods

Amimals

Wild-type control mice from inbred C57BL6/T » Sv129 mixed
lineage, PrP“-null (Prnp®®) [21] mice from an inbred colony and
PrP transgenic mice overexpressing PrP“ (Tga20), kindly pro-
vided by Dr. Charles Weissmann (Scripps Florida, USA) [22], were
used in these experiments. Prnp”” mice and Tga20 animals have
the same genetic background of the wild-type mice. Most experi-
ments were done using 4- to 6-week-old females. Some experi-
ments were performed in newborn as well as middle-aged (36-40
weeks) females, whereas in others we used young adult males. In
all cases, at least 5 animals were evaluated per group. Mice were
handled according to procedures approved by the Ethical Com-
mittee for Animal Research of the Oswaldo Cruz Foundation (Rio
de Janeiro, Brazil).

Thymic Microenvironmental Cell Lines

The expression of PrP® was also evaluated in the TEC lines
named 1.4C18, 1C6 and 2BH4, representatives of cortical, medul-
lary and mixed phenotypes, respectively [23-25]. Additionally,
we searched for PrP© in the thymic endothelial cell line tEnd.1
[26]. All these cell lines have a C57BL/6 mouse genetic back-
ground. They were grown in RPMI 1640, supplemented with 10%
fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 U/ml penicillin and 100
U/ml streptomycin (Gibco, UK).

Antibodies

For flow cytometry analyses, the following fluorochrome-la-
beled monoclonal antibodies (mAb) were used: anti-CD3-FITC,
anti-TCRB-PE, anti-CD4-PE and anti-CD4-PerCP, anti-CD8-
APC and anti-CD8-PerCP, anti-CD44-PE, anti-CD25-FITC and
antiCD25-APC, anti-CD90-FITC, as well as isotype-matched
negative controls for each fluorochrome applied as specific anti-
bodies (Becton Dickinson, San Diego, Calif., USA). We also used
the mouse mAb anti-PrP® SAF-32 (SPI-bio), the corresponding Ig
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Fig. 1. Thymocytes and thymic microenvironmental cells consti-
tutively express cellular prion protein. a PrP expression in total
thymocytes from wild-type (WT), PrP-null (Prnp™”) and PrP“
transgenic (Tga20) mice. For comparison, the negative control
using an unrelated antibody (c-Ig) is also shown (dotted line).

negative control (Sigma Co., St. Louis, Mo., USA) and the second-
ary antibody Alexa-488-labeled goat anti-mouse (GAM-488) Ig
serum (Amersham Biosciences, Piscataway, N.J., USA).

Flow Cytometry

Cells were isolated from thymus and subcutaneous lymph
nodes, after organ maceration. The thymic epithelial and endo-
thelial cell lines were detached from the culture flasks by using 10
mM EDTA. Once counted in a Neubauer chamber they were sub-
mitted to cytofluorometry for PrP“ detection.

Fluorochrome-labeled mAb staining was performed by incu-
bating cells with murine normal serum for 15 min and subse-
quently with primary antibodies for 20 min. PrP“ staining was
performed as follows: cells were first incubated with PBS/BSA
0.5%/sodium azide 0.05% during 15 min, and then subjected to
the anti-PrP" antibody for 20 min. After washing in PBS, PrP©
labeling was revealed with GAM-488 during 20 min. Cell suspen-
sions were washed again in PBS, and fixed in 1% formaldehyde.

Annexin V staining was carried out using the appropriate
buffer (10 mym HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 ms CaCly), in
which cells were incubated with annexin V-FITC (Caltag/Invit-
rogen, USA) during 20 min at room temperature. Flow cytometry
analyses were carried out on a FACSCalibur® device (Becton
Dickinson) equipped with CellQuest software.

Cell Migration Assay

Thymocyte migratory activity was assessed in a transwell sys-
tem, as previously described [27]. Briefly, 5-p.m pore size trans-
well plates (Corning Costar, Cambridge, Mass., USA) were coated
with 10 mg/ml of murine laminin (Sigma) for 1 h at 37°C, and
later blocked with BSA 10 pg/ml. Thymocytes from pools of at
least 3 animals (2.5 » 10° cells in 100 wl of BSA 1%/RPMI) were
added in the upper chambers. After 4 h of incubation at 37°C in
5% CO; humidified atmosphere, laminin-driven migration was
defined by subtracting the numbers of cells that migrated to the
lower chambers containing only the migration medium (BSA 1%/
RPMI).

Cellular Prion Protein and T Cell
Development

b, ¢ PrP" expression in cortical (cTEC) and medullary (mTEC)
thymic epithelial cell line. d PrP“ labeling in a thymic endothe-
lial cell line (tEnd). PrP® expression is shown in gray, whereas
unrelated Ig (c-Ig) is represented by the open histograms.

Statistical Analysis

Unless stated otherwise, data were shown as means * stan-
dard error. Results were statistically analyzed by one-way analysis
of variance and subsequently by the Tukey post hoc test. Differ-
ences were considered statistically significant when the p values
were <0.05.

Results

PrP Expression in Thymocytes and in Thymic

Microenvironmental Cells

In normal mice, constitutive PrP® expression was seen
in thymocytes, comprising all CD4/CD8-defined sub-
populations (fig. 1a). Interestingly, large densities of PrP®
were seen in all TEC lines analyzed, as well as in thymic
endothelial cells (fig. 1b). Asexpected, we found increased
PrP expression in thymocytes from Tga20 mice, com-
pared to age-fsex-matched wild-type animals, whereas
no significant PrP® labeling was seen in thymocytes from
Prnp™ mice. Most importantly, overexpression of PrP¢
correlated with a dramatic defect in intrathymic T cell
development, comprising a significantly lower number of
thymocytes in the organ, and accumulation of CD4-/
CD8-cells, in parallel with very low numbers of the
CD4+/CD8+ subset. Interestingly, this profile was al-
ready seen in newborn animals and remained in middle-
aged mice (data not shown).

By contrast, the relative numbers of CD4/CD8-de-
fined cell subsets in the thymus of Prnp”” mice were sim-
ilar to those seen in the wild-type animals, although a
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Fig. 2. Hypoplasia and partial arrest of thymocyte development
in PrP“transgenic mice. a Cellularity and CD4/CD8-defined thy-
mocyte subsets in wild-type (WT), PrP“-deficient (Prnp®") and
PrP® transgenic (Tga20) mice. Total cell numbers, shown in the
upper part of the flow cytometry profiles of each group, clearly
demonstrated the severe decrease in thymic lymphocytes from
Tga20, compared to WT or Prnp™® mice (p < 0.001). Moreover,
the cytofluorometric profiles show that PrP® transgenic animals
exhibit a large reduction of CD4+CD8&+ cells, with a relative en-
hancement in CD4-CD8- thymocytes. Relative cell numbers for
each CD4/CD8-defined thymocyte subset are shown inside the
flow cytometry profile of each group. b In terms of absolute cells

slight decrease in the total thymocyte numbers was con-
sistently seen in the absence of Pre*.

Partial Arrest of Thymocyte Differentiation in Mice

Overexpressing PrP“: Relationship with Cell Death

Considering the high relative numbers of CD4-/CD8-
in the thymus of Tga20 mice, we first evaluated whether
these cells actually belonged to the T cell lineages. Using
anti-CD90 as a pan-T cell marker, we could see that CD90
staining was similar in thymocytes from wild-type,
Prnp”"” and Tga20 animals (data not shown).

We further analyzed the abnormal thymocyte devel-
opment seen in Tga20 mice by studying the sequential
stages of differentiation in the CD4-/CD8- compart-

216 Neuroimmunomodulation 2007;14:213-219

numbers, not only double-positive, but also CD4 as well as CD8
single-positive cells were largely reduced. ¢ Differential expres-
sion of CD25 and CD44 cell markers within the CD4/CD8 dou-
ble-negative compartment. In the Tga20 group, there is a clear
reduction of the relative cell numbers of DN3 and DN4 cells
(CD44-CD25+ and CD44-CD25-, respectively). d Part of the re-
duced thymocyte numbers seen in Tga20 mice is due to a signifi-
cantly increased apoptosis (revealed by annexin V labeling), ob-
served in CD4/CD8 double-positive and single-positive cells.
Data are represented as means + standard error of at least 6 ani-
mals. *p < 0.05; **p < 0.01; ** p < 0.001 compared to WT
mice.

ment, as ascertained by CD44 and CD25 labeling. Such
an evaluation clearly revealed that cells accumulate in the
DN3 (CD25+CD44-) stage of differentiation, with sig-
nificant decrease in the absolute numbers of downstream
differentiation subsets, namely DN4 (CD25-CD44-),
CD4+CD8+, as well as mature thymocytes, and CD4 and
CD8 single-positive cells (fig. 2a-c).

Accumulation of DN3 thymocytes in PrP* transgenic
mice could be due to a deviation favoring the expansion
of discrete CD4-CDB8- thymocyte lineages, bearing the
CD3/TCRap or the CD3/TCRy& phenotype. Overall,
we found an increase in the percentages of CD3+
TCRy&+CD4-CD8- cells in the thymuses from Tga20
animals. Nevertheless, the absolute numbers of these
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Flg. 3. Decrease in T cell numbers in subcutaneous lymph nodes
from PrP® transgenic mice. Total (a) and absolute (b) cell num-
bers of TCRB+CD4+ and TCRE+CD8+ lymphocytes in subcuta-
neous lymph nodes. Tga20 animals exhibit a highly significant
decrease in T cells, compared to wild-type (WT) controls or PrP*-
deficient (Prnp™") mice. Note that data are represented as means
+ standard error in each mouse strain (n = 5). *** p <2 0.001.

cells did not change, when compared to the wild-type or
Prop®® counterparts (data not shown). These findings
argue against a preferential expansion of the TCRy3 lin-
eage, but rather point to a defect in the differentiation of
CD3/TCRap cells.

One reason for such a defect could be an enhancement
of cell death. We evaluated the levels of annexin V in
freshly isolated thymocytes. The percentages of annexin
V-positive cells were actually increased in Tga20 thymo-
cytes, compared to wild-type controls. Such an increase
was seen in immature CD4+CD8+ as well as mature
CD4 and CD8 single-positive subsets (fig. 2d). This find-
ing indicates that thymocytes from Tga20 mice are much
more sensitive to in vivo proapoptotic signals. This is
further supported by the fact that the relative numbers
of apoptotic cells, after treatment with hydrocortisone,
were higher in Tga20 mice than in controls (data not
shown).

Decreased Numbers of Peripheral T Cells in PrP©

Transgenic Mice

Given the altered thymocyte differentiation seen in
Tga20 mice, with very low numbers of thymocytes, in-
creased cell death and accumulation of very immature
cell subsets, we investigated if these animals also exhib-
ited abnormal numbers of T cells in their peripheral lym-
phoid organs. In fact, we found a significant decrease in
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Fig. 4. Impaired laminin-driven cell migration in thymocytes
from PrP“ transgenic mice. Thymocyte migration induced by
laminin was largely impaired in PrP* transgenic mice (Tg) com-
pared to wild-type controls (WT). The numbers of laminin-driv-
en migrating thymocytes were defined by subtracting the num-
bers of cells that migrated in the presence of the migration me-
dium (BSA 1%/RPMI) alone. The figure represents the average of
3 independent experiments, each performed with a pool of 3 ani-
mals. * p < 0.05.

the relative and absolute numbers of both TCRap+CD4+
and TCRaf+CD8+ T lymphocytes, as ascertained in
subcutaneous lymph nodes (fig. 3). Interestingly, such a
defect was again specific to the PrP© overexpression con-
dition, since Prnp™" mice did not exhibit significant
alterations in lymph nodes when compared to their wild-
type counterparts (fig. 3). Of note, we observed an in-
crease in TCRy& T lymphocytes in spleen and mesenter-
ic lymph nodes (data not shown).

Abnormal Laminin-Driven Thymocyfe Migration in

PrP© Transgenic Mice

Considering the low numbers of T cells seen in periph-
eral compartments of PrP“-Tg mice, together with the
fact that PrP is a laminin-binding protein and that lam-
inin is involved in thymocyte migration [3, 15, 27], it
seemed plausible to raise the hypothesis that laminin-
driven migration could also be altered in Tga20 mice. Ex
vivo experiments in transwell chambers revealed that the
migratory response of Tga20 thymocytes to laminin was
absent or largely impaired, compared to the well-known
haptotactic response seen with thymocytes from wild-
type controls (fig. 4), revealing that, in addition to abnor-
mal differentiation, thymocyte migration is altered in
conditions of PrP® overexpression.
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Discussion

The precise role of PrP® in the immune system is to be
determined. Yet, the fact that PrP® is constitutively ex-
pressed in primary and secondary lymphoid organs [1,
7-10] leads to the hypothesis of a relevant physiological
role of this protein. Herein, we confirmed that PrP€ is
expressed by the majority of thymocytes, comprising all
CD4/CD8-defined subsets. Interestingly, PrP“ is also ex-
pressed by thymic microenvironmental cells. We showed
that TEC lines representing cortical and medullary epi-
thelial cells spontaneously express large amounts of PrP“,
and so does a thymic endothelial cell line. Interestingly,
thymic dendritic cells also express PrP® [29]. Taken to-
gether, these data indicate that PrPC is expressed, not only
by developing thymocytes, but also by key microenviron-
mental elements, responsible for positive and negative se-
lection of the T cell repertoire, as well as transmigration
across blood vessel walls. This is in keeping with the role
proposed for PrP® in transendothelial monocyte migra-
tion [28], which is likely linked to the recently reported
binding of PrP® to E-selectin [30].

We demonstrated herein that overexpression of PrP“
results in a severe disturbance in the thymus, with likely
consequences for the generation and/or maintenance of
the peripheral T cell pool. This concept was raised from
studies performed in mice with distinct levels of PrP“ ex-
pression. Compared to wild-type age-matched controls,
lack of PrP* generated a discrete reduction in the total
thymocyte numbers, whereas a severe decrease in thy-
mus cellularity was seen in PrP® transgenic mice. In this
respect, our data confirm the findings recently reported
by Jouvin-Marche et al. [9].

The thymic hypoplasia seen in Tga20 mice was main-
ly due to a severe decrease in the numbers of CD4+CD8+
thymocytes, with simultaneous accumulation of cells in
the CD25+CD44- DN3 stage of thymocyte differentia-
tion, when the primary event of B-selection of developing
thymocytes occurs. This is in keeping with the findings
showing that PrP® influences the signaling efficiency of
the TCR complex [5, 20, 31].

One might argue that the accumulation of double-
negative cells could be partially due to increase in non-T
cell lineage(s). However, this is not the case, since these
cells were labeled by the pan-T cell marker CD90.

Several mechanisms may be involved in the thymic
hypoplasia seen in Tga20 mouse thymus. Herein, we in-
vestigated whether thymocytes from these animals were
more sensitive to apoptosis. This was actually the case, as
we found an increase in thymocyte death, in the CD4/

218 Neurcimmunomodulation 2007;14:213-219
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CD8 double-positive as well as single-positive subpopula-
tions. Such increase could be explained by a more sensi-
tized state to apoptosis, as it was demonstrated for the
PrP“-overexpressing HEK293 human kidney cell line, in
which activation of caspase-3 has been seen [11]. Never-
theless, data from our group show that PrP© exerts an
antiapoptotic role in neurons [32], suggesting that the in-
volvement of PrP® in induction versus protection from
programmed cell death may vary according to the tissue,
or the cell type in a given tissue. In this respect, it is con-
ceivable that the interaction of PrP® with a given extracel-
lular matrix component may define which signal (pro- or
antiapoptotic) will be triggered. This issue is presently
being investigated.

Another relevant aspect possibly linked to the thymic
hypoplasia seen in Tga20 mice is related to peripheral T
cell pool. Compared to age-matched controls, we found a
decrease in both CD4+ and CD8+ T lymphocyte relative
numbers in subcutaneous lymph nodes of Tga20 ani-
mals. This may be due to a defect in the homing of recent
thymic emigrants to these lymph nodes. In this respect,
we found a dramatic impairment in the laminin-induced
migration of Tga20-derived thymocytes. Since laminin is
known to be involved in thymocyte migration [16], it is
likely that, in addition to the higher sensitivity to death
signals, thymocytes from transgenic mice exhibit defects
related to cell migration, thus raising the general concept
that overexpression of PrP© generates a multifaceted dis-
turbance in the thymus. Whether or not other thymocyte
migration-related molecules are modulated in transgenic
animals is presently under investigation.

In any case, at least one of the consequences of such
multifaceted intrathymic disturbance is the reduced
numbers of T cells seen in the peripheral lymphoid or-
gans of these animals. Experiments are now in progress
to evaluate the ability of Tga20 peripheral T lymphocytes
to mount an immune response. In this respect, the data
discussed above indicate that PrP“ should be placed
among those molecules that contribute to the shaping of
the T cell repertoire as well as the population dynamics
of T lymphocytes.
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