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Resumo 
 
TERRA-GRANADO, Eugênia. Participação da proteína prion celular na diferenciação 
e migração intratímica de linfócitos T. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em 
Ciências Biológicas – Biofísica) – Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2009 
 
 

A proteína prion celular (PrPC) é expressa constitutivamente em diferentes 
órgãos do sistema nervoso, mas também no sistema imune, incluindo-se, em 
particular, o timo. Funcionalmente, tem sido sugerido seu envolvimento em 
processos como proteção contra apoptose, neuritogênese, metabolismo do íon 
cobre, e ativação de linfócitos T. Além disso, sua interação com laminina parece 
estar envolvida em processos de adesão neuronal, extensão e manutenção de 
neuritos. Ainda assim, seu papel funcional não foi totalmente elucidado. Neste 
trabalho, analisamos uma possível participação de PrPC na diferenciação e 
capacidade migratória de timócitos provenientes de camundongos com diferentes 
níveis de expressão da PrPC. Nossos resultados mostram que camundongos super-
expressando PrPC (Tga20) apresentam intensa hipoplasia tímica, com bloqueio 
parcial de diferenciação de timócitos no estágio DN3 (de fenótipo CD4-CD8-

CD25+CD44-), e diminuição nas subpopulações subseqüentes. As subpopulações 
duplo-positivas CD4+CD8+, assim como os timócitos simples positivos CD4+ ou CD8+ 
do camundongo Tga20 apresentam aumento de morte celular, explicando em parte 
o pequeno número de células encontrado nestes estágios de desenvolvimento. 
Linfonodos dos animais com super-expressão de PrPC apresentam diminuição no 
número de linfócitos Tαβ e aumento nos linfócitos Tγδ. Verificamos ainda que 
animais apresentando variação na expressão de PrPC possuem respostas 
migratórias alteradas frente a diferentes estímulos, incluindo laminina, fibronectina e 
a quimiocina CXCL12. Em conclusão, nossos resultados mostram que PrPC modula 
diferentes processos biológicos fundamentais no desenvolvimento de linfócitos T. 
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Abstract 
 

TERRA-GRANADO, Eugênia. Participação da proteína prion celular na diferenciação 
e migração intratímica de linfócitos T. Rio de Janeiro, 2009. Tese (Doutorado em 
Ciências Biológicas – Biofísica) – Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, 
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2009 
 

 

 

The cellular prion protein (PrPC) 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 PrPc 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 PrPC in thymocyte differentiation and migration, analysing 
thymocytes from mice expressing different PrPC levels. We showed that mice 
overexpressing PrPC present an intense thymic hypoplasia with a partial 
developmental arrest at DN3 stage of thymocyte differentiation (with the phenotype 
CD4-CD8-CD25+CD44-), and a reduction of the subsequent subpopulations. The 
CD4+CD8+ double-positive as well as the CD4+ or CD8+ subsets from PrPc transgenic 
mice exhibit an increase in cell death, partially explaining the reduced cell numbers 
found in these subsets. Moreover, lymph nodes from mice overexpressing PrPc show 
a decrease in TCRαβ lymphocyte numbers and an increase in TCRγδ T 
lymphocytes. We also noticed, in mice with an imbalance in PrPC expression, altered 
migratory responses to distinct stimuli, including laminin, fibronectin and the 
chemokine CXCL12. In conclusion, our results show a PrPC modulation in essential 
biological processes during T lymphocyte development.  
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1. INTRODUÇÃO 

No presente trabalho, avaliamos a participação da proteína prion celular (PrPc) na 

diferenciação e migração intratímica de linfócitos T. Vários trabalhos sugerem a 

participação dessa molécula na ativação de linfócitos T, além de já ter sido 

demonstrada sua expressão no timo, tanto no compartimento microambiental, 

quanto em timócitos. Por outro lado, PrPc interage com a molécula de matriz 

extracelular laminina, a qual, por sua vez, desempenha um papel relevante na 

migração de linfócitos T, no timo e em órgãos linfóides periféricos. Em conjunto, tais 

dados nos levaram a analisar a possível função de PrPc nos processos de 

diferenciação e migração intratímica de linfócitos T. Para realizar tal análise 

utilizamos camundongos com diferentes níveis de expressão da molécula, dando-se 

ênfase ao processo de diferenciação de linfócitos T no timo desses animais, e à 

capacidade migratória desses timócitos, frente a diferentes estímulos. 

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

entendimento dos resultados apresentados posteriormente. 

 

1.1. Prion 

O conceito de que proteínas corrompidas do hospedeiro poderiam agir como 

patógenos infecciosos foi primeiramente sugerido em 1967, por Griffith, que tentava 

entender o scrapie (doença neurodegenerativa encontrada em ovelhas e cabras) 

(Griffith, 1967). A sigla prion, derivada de partícula infecciosa proteinácea (do Inglês 

proteinaceous infectious particle), foi sugerida em 1982, por Stanley Prusiner para 

designar o patógeno infeccioso responsável pelo scrapie. Esta enfermidade pode ser 

incluída entre as encefalopatias espongiformes transmissíveis (TSEs) ou doenças 
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causadas por prion, doenças neurodegenerativas que acometem tanto humanos 

quanto animais (Prusiner, 1982).  

A busca pelo agente infeccioso responsável pelas TSEs levou a intensas discussões 

e muitas teorias (Stockel et al., 1998). No entanto, algumas características físico-

químicas do material purificado a partir dos tecidos infectados mostraram que o 

agente infeccioso é composto apenas por proteína, na ausência de ácidos nucléicos. 

Tais características incluem alta resistência a tratamentos químicos e físicos 

capazes de inativar ácidos nucléicos, como UV, tratamento com nucleases, hidrólise 

por cátions divantes e modificações químicas (Alper et al., 1967; Bellinger-Kawahara 

et al., 1987). Incluem também a inativação do material purificado através de 

tratamentos específicos para proteínas, como digestão por proteases (como uma 

função da concentração enzimática, temperatura e tempo de digestão), inativação 

por SDS (sodium dodecil sulphate) e inativação 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 contrário do 

esperado, descobriu-se que este era um gene constitutivo do hospedeiro e não um 

gene derivado de um patógeno (Chesebro et al., 1985; Oesch et al., 1985). Isso 

levou ao reconhecimento da existência de pelo menos duas isorfomas da proteína 

prion, aquela encontrada apenas em animais infectados, denominada prion scrapie 

ou PrPSC, também conhecida como PrPres pela maior resistência a degradação por 

proteinase K, e a isoforma codificada pelo gene Prnp denominada proteína prion 

celular ou PrPC, encontrada também em tecidos de animais não infectados. A 

existência de duas isoformas está relacionada a alterações pós-transcricionais nas 

estruturas secundárias: PrPC é rico em α-hélices, com pouquíssimas folhas β-

pregueadas, enquanto PrPSC apresenta uma quantidade maior de folhas β-



21 

 

 21

pregueadas. Assim, apesar de possuírem a mesma seqüência de aminoácios 

(Basler et al., 1986), as isoformas PrPSC e PrPC apresentam algumas diferenças 

marcantes entre si. 1. Estruturas secundárias distintas: PrPSC possui em torno de 

30% de α-hélice e 45% de folha β-pregueada, enquanto PrPC possui em torno de 

40% de α-hélice e 3% de folha β-pregueada (Pan et al., 1993). 2. Degradação por 

proteinase K: PrPSC apresenta maior resistência à degradação por proteinase K, 

mantendo um núcleo de 27-30 kDa após o tratamento com a enzima, ao passo que 

PrPC é sensível à degradação (Oesch et al., 1985). 3. Solubilidade em detergentes: 

PrPSC é insolúvel em detergentes, enquanto PrPC é facilmente solúvel em condições 

não-desnaturantes (Meyer et al., 1986). 4. Distribuição tecidual: os padrões de 

acúmulo de PrPSC no cérebro são diferentes da distribuição de PrPC (Taraboulos et 

al., 1992). 

As diferenças estruturais entre as proteínas levaram à sugestão de que a conversão 

de α-hélices em folhas β na formação de PrPSC seria um evento essencial na 

propagação da doença (Pan et al., 1993). A conversão de PrPC em PrPSC 

provavelmente ocorre na superfície celular e/ou ao longo da via endocítica através 

de um mecanismo de polimerização específico. Em uma primeira fase, agregados 

ordenados ou “sementes” de PrPSC se ligariam a PrPC e, em uma segunda fase, 

PrPC seria alterado conformacionalmente em mais PrPSC, através de um processo 

ainda pouco compreendido (Priola & Vorberg, 2006).  

Posteriormente, a impossibilidade de infecção em camundongos nocautes para o 

gene Prnp demonstrou a necessidade da presença de PrPC e fortaleceu a hipótese 

de que a infecção ocorreria através da interação entre PrPC e a isoforma infectante 

PrPSC (Bueler et al., 1993). Porém, a primeira demonstração de que partículas 

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 Inglês, 

protein misfolding cyclic amplification) que consiste na mistura de uma quantidade 

mínima de material infectante com homogenato de cérebro não infectado, em ciclos 

de diluição e sonicação. Ao final do processo são produzidas moléculas de PrPSC 

infectantes, em uma quantidade dependente do número de ciclos, como na reação 

em cadeia pela polimerase (PCR). Devido ao enorme número de diluições utilizadas 

as moléculas de PrPSC não apresentam traços do material infectante inicial, 

demonstrando sua origem a partir da conversão de PrPC em PrPSC. Este estudo 

mostrou ainda que as moléculas de PrPSC produzidas apresentam as mesmas 

propriedades estruturais e bioquímicas que a proteína associada à doença, e são 

capazes de infectar animais normais, levando a uma doença com características 

clínicas, histológicas e bioquímicas idênticas àquela produzida pelo agente 

infeccioso inicial.  

Outro trabalho que contribuiu conceitualmente com a hipótese da conversão por 

interação entre proteínas, demonstra a produção in vitro de PrPSC, sem um núcleo 

inicial de material infectante, utilizando componentes mínimos que incluem 

moléculas de PrPC nativas altamente purificadas, moléculas lipídicas purificadas 

juntamente com PrPC e poliânions sintéticos, como moléculas de RNA poli(A), os 

quais estimulam a conversão espontânea de PrPC em PrPSC (Deleault et al., 2007). 

Esse tipo de conversão pode representar um equivalente in vitro da doença de 

Creutzfeldt-Jacob esporádica, a qual é aceita como uma forma espontânea de 

doença causada por prions em humanos (Caughey et al., 2009). 
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1.1.1. Encefalopatias espongiformes transmissíveis (TSEs) 

As doenças causadas por prion ou TSEs, são enfermidades neurodegenerativas 

fatais caracterizadas por perda do controle motor, demência e paralisia (Cordeiro et 

al., 2001). Em humanos, elas incluem a doença de Creutzfeldt-Jakob (CJD), a 

doença de Gerstmann-Sträussler-Scheiker (GSS), a insônia familiar fatal (Griffith, 

1967) e o kuru. As TSEs também são 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 doenças causadas por prion, como alces (Spraker et al., 

2004) e, após infecção experimental, hamsters e camundongos (Stockel et al., 

1998). 

Formas esporádicas da doença de Creutzfeldt-Jakob (sCJD) são os casos mais 

comuns de TSEs, com uma taxa de mortalidade de 1-2 casos por milhão de pessoas 

por ano, com um pico de incidência em indivíduos com 60-70 anos (Ladogana et al., 

2005b). Cerca de 10 a 20 por cento dos casos de sCJD ocorrem em famílias, sendo 

observadas mutações na região codificadora do gene da proteína prion, Prnp, 

sugerindo uma doença monogênica, ao contrário da maioria das doenças 

neurodegenerativas (Ladogana et al., 2005a). Outras TSEs familiares mais raras 

também relacionadas a mutações no gene Prnp são a doença de Gerstmann-

Sträussler-Sheinker e a insônia familiar fatal (Pocchiari et al., 2009).  

As doenças causadas por prion também podem ter origem infecciosa, como na CJD 

iatrogênica (iCJD) e no kuru. A transmissão iatrogênica de CJD ocorreu 

principalmente devido à esterelização inapropriada de instrumentos neurocirúrgicos, 

e a transplantes de material contaminado, originado de cadáveres resultando em 

mais de 250 casos de CJD iatrogênica nos anos 70, com drásticas implicações para 
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a prática clínica (Aguzzi & Polymenidou, 2004). Já o kuru, doença encontrada na 

tribo dos Fore em Papua Nova Guiné, onde prions eram transmitidos por um ritual 

de canibalismo, está atualmente quase totalmente extinto (Collinge, 2008). 

Com início em 1986, a epidemia de BSE afetou mais de 280.000 cabeças de gado, 

gerando uma crise econômica e sanitária mundial, devido à alimentação do gado 

com carne contaminada. Apesar de milhares de animais terem sido sacrificados na 

Europa e outras partes do mundo a transmissão de BSE para humanos ocorreu nos 

anos 90, causando a morte de 212 pessoas, a maioria jovem, em decorrência de 

uma nova doença causada por prion, a forma variante da CJD (vCJD) (Nuvolone et 

al., 2009; Will et al., 1996). Apesar da estabilização e diminuição na incidência de 

vCJD (Andrews et al., 2003), novos dados indicam a necessidade de maior vigilância 

e conhecimento sobre as TSEs. Nesse sentido, relatou-se a ocorrência de 

transmissão horizontal de vCJD por transfusão sangúinea (Aguzzi & Glatzel, 2006; 

Hewitt et al., 2006; Llewelyn et al., 2004), e a potencial existência de períodos longos 

de incubação. Nesse último caso, estão os trabalhos recentes sobre pacientes com 

kuru de Nova Guiné, indicando que heterozigose no códon polimórfico 129 (129 

M/V) do gene prnp pode levar a períodos de incubação superiores a 50 anos 

(Collinge et al., 2006). 

A neurodegeneração nas TSEs é caracterizada no sistema nervoso central (SNC) 

por modificações vacuolares em prolongamentos citoplasmáticos e corpos celulares 

de neurônios da substância cinzenta com perda neuronal, acompanhada de 

proliferação de astrócitos. A patologia também inclui ativação em larga escala e 

proliferação de células da microglia (Aguzzi & Heikenwalder, 2005). É observado 

ainda acúmulo de PrPSC em tecidos neuronais, formando placas amilóides, e em 

alguns casos, acúmulo também em tecidos linfóides (Aucouturier & Carnaud, 2002).  
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1.1.2. Características gerais da proteína prion celular 

PrPC é codificada por um único 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 o 

terceiro éxons, respectivamente, codificam a proteína inteira com aproximadamente 

250 aminoácidos. O gene de PrPC foi encontrado em todos os vertebrados 

estudados, sendo altamente conservado (Rongyan et al., 2008; Wopfner et al., 

1999). O promotor do gene Prnp não contém uma região TATA Box, mas uma 

região rica em GC, que se assemelha ao sítio de ligação ao fator de transcrição SP1 

encontrado em genes housekeeping (Basler et al., 1986).  

PrPC é uma proteína de superfície ligada à membrana através de uma âncora de 

GPI (glicosilfosfatidilinositol) e possui dois sítios de glicosilação (Stahl et al., 1987). 

Como revelado por sua estrutura atômica em ensaios de ressonância magnética 

nuclear (NMR), a molécula de PrPC madura contém um domínio carboxi-terminal 

globular bem definido que compreende os resíduos 127-231 (numeração para 

camundongos), consistindo de três α-hélices e duas folhas β antiparalelas 

(Hornemann et al., 1997; Riek et al., 1997), além de uma região amino proximal 

menos definida estruturalmente, e que apresenta um trecho com cinco repetições de 

oito resíduos de aminoácidos (PHGGGWGQ), a qual contém sítios de ligação ao íon 

Cu2+ (Riek et al., 1997). Outros sítios de ligação a Cu2+ também foram sugeridos 

como os resíduos de histidina 96 e 111, adjacentes à região de repetição dos 

octapeptídeos (Jackson et al., 2001), além de histidinas no domínio C-terminal 

estruturado (Cereghetti et al., 2001; Colombo et al., 2008).  

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

dados obtidos a partir da cristalização de PrPC sugerem a dimerização da molécula 
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(Knaus et al., 2001). Dímeros de PrPC também foram sugeridos em outros trabalhos, 

que indicam o domínio interno hidrofóbico como um possível sítio de dimerização 

(Warwicker, 2000) que estaria implicado na proteção contra estresse oxidativo 

(Rambold et al., 2008). 

Modificações pós-traducionais incluem acoplamento da âncora de GPI e adição de 

cadeias de oligosacarídeos em Asn 180 e/ou Asn 197 (Ermonval et al., 2003). A 

molécula de PrPC final pode não ser glicosilada ou ser mono ou di-glicosilada, com 

as três formas presentes nos tecidos onde PrPC é expressa, embora as proporções 

possam variar. Após a saída do complexo de Golgi, PrPC é transportada para a 

superfície celular, onde sua âncora de GPI permite sua entrada preferencialmente 

em domínios de lipid rafts (Stahl et al., 1987; Taylor & Hooper, 2006). Em neurônios, 

foi demonstrado que PrPC é continuamente reciclada entre a superfície celular e 

compartimentos endossômicos. Foi sugerido que PrPC saia dos lipid rafts, para 

regiões da membrana solúveis em detergente, entre em vesículas endocíticas, e 

recicle de volta para a superfície 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 à membrana celular pela âncora de GPI, PrPC também pode ser 

encontrada no meio extracelular, como foi observado em linhagens celulares, nas 

quais em torno de 10-30% do pool de PrPC da superfície celular são liberados para o 

meio (Borchelt et al., 1993; Harris et al., 1993), e em culturas primárias de 

esplenócitos e neurônios, nas quais 60-70% das moléculas de PrPC ligadas a 

membrana são secretadas (Parizek et al., 2001). PrPC também pode ser liberada 

para o meio extracelular ou para outras células através de exossomas (derivadas de 

vesículas endossômicas) e microvesículas derivadas de membrana (Liu et al., 2002; 

Mattei et al., 2009; Porto-Carreiro et al., 2005). Em conjunto, estes fenômenos 



27 

 

 27

podem explicar a presença de grandes quantidades de PrPC solúvel no plasma 

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

 

1.1.3. Ligantes e possíveis funções de PrPC 

Recentemente, PrPC foi sugerida como uma plataforma dinâmica na superfície 

celular que participaria da reunião de módulos de sinalização, a partir dos quais 

interações específicas com ligantes e vias de sinalização se traduziriam em uma 

ampla gama de conseqüências fisiológicas (Linden et al., 2008). Embora várias 

moléculas tenham sido propostas como ligantes de PrPC, apenas para algumas 

interações existem dados mais consolidados indicando respostas celulares 

deflagradas pela interação com PrPC (Figura 1.1). Alguns destes ligantes serão 

descritos a seguir.  

Utilizando a linhagem de neuroblastoma N2a ou células de rim transfectadas, foi 

demonstrada a interação de PrPC com o receptor de laminina de 37/67kDa, na 

superfície celular, assim como no interior da célula, tendo sido sugerida sua 

participação no tráfego intracelular de PrPC e na sua internalização a partir da 

membrana (Gauczynski et al., 2001; Nikles et al., 2008). Essa interação 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 três domínios, um dos quais é o sítio de ligação entre o receptor de laminina 

e PrPC, dependente de heparan sulfato (Warner et al., 2002; Horonchik et al, 2005). 

Dessa forma foi sugerido um complexo formado por PrPC, o receptor de laminina de 

37/67 kDa e heparan sulfato na superfície celular (Hundt et al., 2001). Outro ligante 

de PrPC também envolvido em adesão celular é a molécula de matriz extracelular 

vitronectina. Esta interação é importante no crescimento axonal: em camundongos 
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nocautes para PrPC foi observado um mecanismo compensatório em neurônios, que 

apresentam uma maior atividade da integrina αvβ3, ligante de vitronectina (Hajj et 

al., 2007). Foi demonstrada ainda a formação de complexos entre PrPC e isoformas 

da molécula de adesão neuronal (NCAM) (Schmitt-Ulms et al., 2001). A importância 

dessa interação foi observada em processos como adesão celular e crescimento de 

neuritos (neurite outgrowth), sendo observado o recrutamento de NCAM para 

regiões de rafts de membrana e a ativação da quinase da família Src p59fyn após 

interação de NCAM com PrPC (Mange et al., 2002; Santuccione et al., 2005).  

Entre os diversos ligantes já descritos, cobre está entre os mais aceitos, havendo 

um grande número de trabalhos que descrevem tal ligação e buscam seu papel 

fisiológico, o qual, no entanto ainda continua em debate (Davies & Brown, 2008). O 

íon Cu++ é essencial para o funcionamento de enzimas metabólicas importantes, 

porém na forma livre é altamente citotóxico, podendo gerar espécies reativas de 

oxigênio (Berlett & Stadtman, 1997). Muitos trabalhos sugerem que a função 

protetora de PrPC contra danos oxidativos, esteja relacionada a sua interação com 

Cu++, funcionando como uma proteína ligadora de cobre na membrana e no 

transporte para o interior da célula. No entanto, os dados da literatura são 

conflitantes quanto à função de PrPC no metabolismo do cobre. Nesse sentido, 

observou-se que camundongos deficientes em PrPC apresentam menores 

concentrações intracelulares de Cu++ e níveis mais baixos de atividade Zn/Cu 

superóxido-dismutase (SOD) quando comparados a camundongos normais; além 

disso, cultivos de neurônios obtidos desses animais são mais sensíveis a estresse 

oxidativo do que neurônios selvagens, além de serem mais susceptíveis à morte por 

apoptose (Brown, 2001; Brown & Sassoon, 2002). Também foi observado que PrPC 

recombinante remodelada na presença de Cu++ apresenta atividade de SOD (Brown, 



29 

 

 29

1999). Estes dados são debatidos por outros autores, que não encontraram 

atividade de SOD diminuída em camundongos PrPC nocautes (Waggoner et al., 

2000), nem atividade SOD em PrPC recombinante (Jones et al., 2005; Sakudo et al., 

2003) ou mesmo em animais superexpressando PrPC, cruzados com animais 

deficientes ou superexpressando SOD (Hutter et al., 2003).   

Outra possibilidade é que PrPC funcione como uma proteína de ligação a Cu++ 

(Stockel et al., 1998), podendo tal ligação estar relacionada à internalização de PrPC 

após exposição a Cu++, gerando sinal para início de defesa antioxidante (Vassallo & 

Herms, 2003). Níveis reduzidos de enzimas antioxidantes já foram observados em 

neurônios deficientes em PrPC (White et al., 1999). Por outro lado, a expressão 

aumentada de PrPC parece aumentar tais defesas antioxidantes (Rachidi et al., 

2003), ao passo que estresse oxidativo e exposição a cobre induzem aumento na 

expressão de PrPC (Brown & Besinger, 1998; Varela-Nallar et al., 2006). Estas 

mudanças podem constituir mecanismos alternativos de resistência a estresse 

oxidativo dependente de PrPC. Dessa forma, embora a ligação de cobre a PrPC 

pareça ser importante na resistência celular a estresse oxidativo, os mecanismos 

ainda são controversos (Linden et al., 2008). 
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Figura 1.1. Ligantes da proteína príon celular. A seqüência traduzida de PrPC está 

esquematizada como uma forma de bastão (rodlike shape), com domínios principais 

mostrados em cores (números para resíduos de aminoácidos como para PrPC de 

camundongo). SP – peptídeo sinal; OR – domínio de repetição de octacpeptídeo; CC – 

cluster carregado; HD – domínio hidrofóbico; H1, H2, H3 – domínios de alfa hélices; GPIp – 

peptídeo de sinalização para ligação a âncora de GPI. Estrelas amarelas indicam a posição 

de resíduos de glicosilação nos aminoácidos 180 e 196. Cada ligante está indicado junto 

com os resíduos de aminoácidos que contêm que os domínios de ligação no PrPc de 

camundongo. GAG – glicosaminoglicanas; HS – heparan sulfato; LRP1 – low-density 

lipoprotein related protein; LRP – proteína precursora do receptor de laminina; LR – receptor 

de laminina; Pint1 – prion protein interactor 1; EXO – domínio de exonucleases; CK2 – 

caseína 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 proteínas 

humanas, de hamsters ou gado bovino foram transpostos para seqüências de 

camundongos. Modificado a partir de Linden et al, 2008. 

 

HD



31 

 

 31

 

Outra interação de PrPC com conseqüências fisiológicas importantes ocorre com a 

proteína 1 induzida por estresse (do Inglês stress-inducible protein-1, STI-1) também 

conhecida como co-chaperona organizadora de Hsp70/Hsp90 (Hop). Esta proteína 

de choque térmico foi primeiramente descrita formando um complexo 

macromolecular com as proteínas da família das chaperonas Hsp70 e Hsp90 

(Scheufler et al., 2000). A descoberta da interação de STI-1 com PrPC ocorreu 

através da produção de um peptídeo (PrR) capaz de interagir com PrPC com alta 

afinidade, desenhado a partir da teoria de hidropatia complementar. Utilizando este 

peptídeo foi produzido um antissoro, o qual reconheceu uma única proteína ligadora 

de PrPC em extratos cerebrais (Martins et al., 1997), posteriormente identificada 

como a proteína STI-1 (Zanata et al., 2002). Foi demonstrado que a interação 

PrPC/STI-1 atua tanto na diferenciação neuronal, utilizando neste processo a via de 

MAPK, quanto na sobrevivência neuronal, utilizando para isso a via de PKA (Chiarini 

et al., 2002; Lopes et al., 2005; Zanata et al., 2002). Outro dado que reforça a 

participação de PrPc e seu ligante STI-1 na sobrevivência neuronal mostra que estas 

duas proteínas são produzidas como fatores solúveis por culturas primárias de 

astrócitos, sendo importantes na sobrevivência neuronal, em modelos de co-cultura 

(Lima et al., 2007).  

Também foi demonstrada a interação de PrPC com a molécula de matriz extracelular 

laminina. Tal interação é específica e saturável, apresentando uma alta afinidade 

(maior mesmo do que a interação de laminina com integrinas) com um Kd de 2x10-

8M (Graner et al., 2000a). PrPC se liga à porção C-terminal da cadeia γ-1 de laminina 

(Graner et al., 2000a), e laminina interage com a região entre os aminoácios 173 e 

182 de PrPC (Coitinho et al., 2006). Funcionalmente, esta interação modula a adesão 
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neuronal e a extensão e manutenção de neuritos estimulada por laminina (Graner et 

al., 2000a; 2000b). Esta interação está ainda relacionada à consolidação da 

memória, sendo essa função mediada pela ativação das vias de sinalização de PKA 

e ERK1/2 (Coitinho et al., 2006). O mesmo grupo também demonstrou a importância 

da interação PrPc-laminina na relação de astrócitos com neurônios (Lima et al., 

2007). Nesse trabalho, observou-se que astrócitos obtidos de camundongos 

selvagens promovem um maior nível de neuritogênse, quando comparados a 

astrócitos obtidos de camundongos nocautes para PrPC. Este efeito poderia ser 

decorrente do diferente padrão de deposição de laminina entre os astrócitos dos 

dois camundongos, apresentando um padrão fibrilar nos selvagens e uma 

distribuição pontual nos nocautes. Como PrPC e laminina são expressos também em 

outros tecidos, além do SNC, é possível que a ligação entre as duas moléculas seja 

importante em outros sistemas biológicos, 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 PrPC atua em processos 

como proteção contra estresse oxidativo, adesão celular, diferenciação, sinalização 

e sobrevivência neuronal, em função de suas interações com os diferentes ligantes. 

Dessa forma é possível que PrPC faça parte de um complexo multiprotéico, e devido 

à sua localização, possa fazer a conexão 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 proteína prion celular. 
Estão representadas no esquema, interações de PrPc com alguns de seus ligantes como 

laminina, STI-1, íon cobre (Cu++) e receptor de laminina. A participação de integrinas em tal 

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

 

1.1.4. Distribuição tecidual da proteína prion celular  

O principal sítio de expressão de PrPC é o sistema nervoso central, onde é 

encontrada em regiões como córtex cerebral, hipocampo, núcleo estriado, bulbo 

olfatório, hipotálamo, cerebelo e tronco cerebral (Bendheim et al., 1992; Lemaire-

Vieille et al., 2000). No entanto, seu conteúdo varia entre regiões distintas do 

cérebro, entre tipos celulares diferentes, e entre neurônios com fenótipos 

neuroquímicos distintos. Foi demonstrada expressão de PrPC em neurônios, 

microglia e astrócitos, embora expressão na glia não tenha sido observada por todos 

os grupos (Ford et al., 2002; Laine et al., 2001). A expressão de PrPC no corpo 

celular de neurônios e em prolongamentos citoplasmáticos distais, sugere que a 
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molécula possa trafegar no interior dos neurônios (Stahl et al., 1987; Stockel et al., 

1998).  

PrPC também é encontrada em diversos outros tecidos como no coração, músculos 

estriados, pâncreas, pulmão, testículos, útero e rins (Bendheim et al., 1992; Horiuchi 

et al., 1995; Lemaire-Vieille et al., 2000). Após vasta investigação sobre o nível de 

RNAm e de proteína PrPC em diversos órgãos, Ford e colaboradores sugerem que 

embora presente em diferentes tecidos, sua expressão em altos níveis é observada 

apenas em discretas subpopulações celulares. Entre tais subpopulações se 

destacam aquelas envolvidas em interações neuroimunes, incluindo pequenos 

nervos aferentes na pele e lâmina própria do trato aéreo e digestivo, gânglios e 

nervos simpáticos, células dendríticas, células dendríticas foliculares e 

subpopulações de linfócitos ativados particularmente na pele, intestino e tecido 

linfóide associado aos brônquios (Ford et al., 2002).  

 

1.1.5. Sistema imune e proteína prion celular  

A relação entre prions e sistema imune é complexa. A falta de uma resposta imune 

clara nas TSEs é vista como tolerância a PrPSC, já que possui a mesma seqüência 

de aminoácios que a isoforma constitutiva PrPC. Além disso, o sistema imune 

contribui para a patogênese através da amplificação dos níveis de prion nos 

compartimentos linfóides, e através da possível participação de células do sistema 

imune como uma das vias de acesso de PrPSC ao SNC (Aguzzi et al., 2008). Dessa 

forma, estudos sobre PrPC no sistema imune podem levar a novos conhecimentos 

sobre a patogenia periférica das doenças causadas por prion, além de desvendar as 

funções dessa molécula no sistema imune (Isaacs et al., 2006). 
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1.1.5.1. Expressão de PrPC no sistema imune 

Vários trabalhos apontam para a importância de PrPC na fisiologia do sistema imune 

(Isaacs et al., 2006). Na medula óssea a expressão dessa molécula já foi 

demonstrada em células progenitoras iniciais, megacariócitos, monócitos e 

granulócitos em diferenciação (Ford et al., 2002; Liu et al., 2001). Um trabalho muito 

interessante sugere PrPC como um marcador de células tronco hematopoiéticas 

(HSCs) murinas com maior potencial de auto-renovação, além de mostrar que HSCs 

obtidas de camundongos nocautes para o gene Prnp (Prnp0/0) apresentam menor 

potencial de auto-renovação após transplantes em camundongos irradiados (Zhang 

et al., 2006). HSCs humanas CD34+ também expressam PrPC, embora linfócitos e 

monócitos mantenham esta expressão após diferenciação em células maduras, 

enquanto que em granulócitos a expressão de PrPC diminui durante a diferenciação 

(Dodelet & Cashman, 1998). De forma semelhante, precursores de granulócitos 

CD43+ Gr-1+ obtidos de medula óssea murina expressam PrPC, ao passo que 

neutrófilos maduros não (Liu et al., 2001). Por outro lado, o amadurecimento de 

monócitos e células dendríticas leva a um aumento na expressão de PrPC (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 populações 

leucocitárias a expressão de PrPC possa ser regulada de forma específica para cada 

população, indicando assim uma possível função no desenvolvimento dessas 

células. 

Em órgãos linfóides secundários a expressão de PrPC está relacionada 

principalmente a células dendríticas foliculares (as quais expressam altos níveis), 
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células dendríticas e granulócitos (Cordier-Dirikoc et al., 2008; Ford et al., 2002). Em 

camundongos foi sugerida uma expressão diferencial de PrPC durante o 

desenvolvimento de linfócitos, sendo observada maior expressão em linfócitos T em 

desenvolvimento no timo e em precursores de linfócitos B na medula óssea. A 

expressão de PrPC em linfócitos maduros do baço e linfonodos é mais restrita, onde 

10-15% de células B maduras, 10-15% de células T CD4+ e 5-7% de células T 

CD8+ expressam PrPC em suas superfícies (Kubosaki et al., 2001; Liu et al., 2001). 

No entanto, em humanos, a expressão de PrPC em linfócitos T e B no sangue é alta, 

havendo um aumento dos níveis de PrPC com a idade (Li et al., 2001; Politopoulou et 

al., 2000). A expressão de PrPC é maior em linfócitos T sangüíneos, que em 

linfócitos B, enquanto células CD8+ expressam PrPC em níveis um pouco mais altos 

do que linfócitos CD4+ (Durig et al., 2000; Politopoulou et al., 2000). A expressão de 

PrPC também é maior em células de memória CD45RO+, em comparação a linfócitos 

T virgens CD45RA+ (Li et al., 2001). Ainda em humanos, PrPC foi descrita em células 

NK (natural killer), plaquetas, monócitos, células dendríticas e células dendríticas 

foliculares (Isaacs et al., 2006), tendo sido observado aumento de expressão 

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

 

1.1.5.2. Funções de PrPC no sistema imune 

A participação de PrPC no processo de ativação de linfócitos T e no controle da 

resposta imune tem sido sugerida por diversos autores. Foi demonstrado que 

durante a ativação de linfócitos T, ocorre aumento na expressão de PrPC após 

estímulo com mitógenos como concanavalina A (ConA), fitohemaglutinina ou 

anticorpos anti-CD3, ao passo que a proliferação e ativação estimulada por 

mitógenos é inibida na presença de anticorpos anti-PrPC (Cashman et al., 1990; Li et 
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al., 2001). Nesse sentido, PrPc foi recentemente sugerido como marcador de 

ativação tardia de células T (Ingram et al., 2009).  

Por outro lado, PrPC pode também ser importante na indução de respostas de 

células T por APCs, já que células dendríticas que não expressam PrPC apresentam 

menor capacidade de induzir a proliferação de células T (Ballerini et al., 2006). O 

que está de acordo com o aumento da expressão de PrPC em células dendríticas 

após ativação, juntamente com outros marcadores de ativação como molécula MHC 

de classe II e CD86 (Ballerini et al., 2006; Martinez del Hoyo et al., 2006). 

A co-localização de PrPC com moléculas presentes no complexo TCR é um tema 

ainda em debate. Alguns trabalhos mostram sua co-localização e/ou 

imunoprecipitação 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 PrPC se 

acumule em sítios de contato célula T-célula dendrítica durante estímulo via MHC, 

ele não 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 expressão de PrPC por  siRNA (do Inglês small interference RNA) 

não teve efeito sobre a formação de sinapse imunológica em células T Jurkat (Paar 

et al., 2007). Assim, a co-localização de PrPC com componentes do TCR pode 

refletir um efeito não específico de formação de agregados moleculares por ativação 

de componentes dos lipid rafts, mais do que uma função específica de PrPC na 

sinapse imunológica.  

Dados in vitro utilizando linhagens de camundongos nocautes para PrPC também 

divergem quanto a necessidade da molécula para a ativação de células T. O 

primeiro artigo, o qual utilizou a linhagem de camundongos nocaute denominada 
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Zurich I descreveu respostas a Con A normais (Bueler et al., 1992). Posteriormente, 

outro estudo descreveu uma proliferação reduzida nos linfócitos 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 diminuída de esplenócitos frente à Con 

A, enquanto respostas proliferativas normais após ativação com Con A ou anti-CD3, 

em linfócitos T da mesma linhagem foram observadas por outro grupo (Liu et al., 

2001). 

Recentemente, experimentos in vivo utilizando os camundongos Zurich I geraram 

dados mais contundentes sobre a função de PrPC no sistema imune. Em um modelo 

de sepse causada por Streptococcus pyogenes, esses camundongos nocautes 

apresentaram uma maior contagem bacteriana no sítio de infecção do que animais 

controle. Tal aumento pode estar relacionado a um menor aporte  de neutrófilos. 

Este evento é sugerido pela diminuição nos níveis séricos da quimiocina KC, a qual 

apresenta quimioatração para neutrófilos (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 neutrófilos ao sítio 

inflamatório (de Almeida et al, 2005), iIndicando que PrPC possa estar envolvida no 

controle da migração leucocitária. 

No entanto, de forma aparentemente contraditória, Ingram e colaboradores (2009) 

observaram ainda que esses mesmos animais nocautes apresentavam bacteremia 

reduzida, acompanhada por uma menor produção de citocinas inflamatórias. Como 

discutido pelos autores, nesse modelo de sepse os superantígenos do S. pyogenes 

induzem uma grande produção de citocinas inflamatórias, que levam ao choque. 

Nos camundongos nocautes, foi observada uma menor produção de citocinas 
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inflamatórias, o que poderia estar protegendo o animal nesse modelo (Ingram et al, 

2009). Dados do nosso laboratório mostram uma maior taxa de sobrevivência entre 

os camundongos Prnp0/0 à infecção pelo Trypanossoma cruzi do que entre os 

animais controle, e bem maior do que entre os animais super-expressando PrPC 

(Berbert LR et al, dados ainda não publicados). Esses dados podem estar 

relacionados à maior capacidade fagocitária de macrófagos obtidos dos 

camundongos Prnp0/0 (de Almeida et al, 2005).  

Adicionalmente, dois estudos no  modelo de encefalomielite autoimune experimental 

(EAE) observaram exacerbação da doença nos camundongos Prnp0/0 (Ingram et al., 

2009; Tsutsui et al., 2008). No artigo de Tsutsui e colaboradores, uma análise mais 

detalhada mostra um aumento no infiltrado inflamatório (com presença de células 

CD3+) e na produção de citocinas inflamatórias, em comparação aos camundongos 

controle.  

Esses trabalhos sugerem que PrPC seja uma molécula envolvida no controle da 

resposta imune, e mostram ainda o grau de complexidade nas relações 

intercelulares em que essa molécula pode estar envolvida in vivo (Tsutsui et al., 

2008). A tabela 1 resume os dados atualmente disponíveis sobre expressão e papel 

funcional da PrPc no sistema imune. 

 

1.1.6. Proteína prion celular no timo 

A expressão de PrPC no timo foi demonstrada tanto no microambiente tímico, quanto em 

timócitos. No compartimento microambiental, PrPC foi detectado em células epiteliais tímicas 

do córtex e mais intensamente em células epiteliais tímicas da medula (Ford et al., 2002), 

além de células dendríticas CD8+ (Martinez del Hoyo et al., 2006). 
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Tabela 1.1. Distribuição celular e possíveis funções de PrPC no sistema imune.  

Tipo celular Função Mecanismos Referências 
    
Células 
tronco 
hematopoiéti
cas 
 

Auto-renovação 
de longa 
duração 

Transdução de sinais 
de sobrevida; 
Homing de células-
tronco via adesão ao 
estroma da medula 
óssea 

Zhang et al, 2006 

Timócitos Diferenciação Ligação de cobre no 
timo 

Jouvin-Marche et al, 
2006 

Linfócitos T  Ativação Aumento na 
expressão de PrPC 
após ativação do 
complexo TCR  

Cashman et al, 1990; 
Ingram et al, 2009 

  Co-localização com 
moléculas de 
sinalização 

Stuemer et al, 2004; 
Mattei et al, 2004  

Células 
dendríticas 

Apresentação 
de antígenos 

Estabilização de 
sinapse imunológica  
Transdução de sinais 

Ballerini et al, 2006; 
Paar et al, 2007 

Macrófagos Fagocitose PrPC  modula 
negativamente a 
fagocitose 

de Almeida et al, 
2005 

Neutrófilos Diferenciação Expressão de PrPC 
em precursores 

Dodelet & Cashman, 
1998 

 Resposta 
inflamatória 

PrPC  altera 
recrutamento para 
sítio de inflamação 

de Almeida et al, 
2005 

    
 

 

Quanto à expressão de PrPC em timócitos, existem alguns dados divergentes na 

literatura. Kubosaki e colaboradores (2001) descreveram a expressão de PrPC em 

timócitos CD4-CD8- e em timócitos fetais. No entanto, analisando timócitos totais, Liu 

e colaboradores (2001) relataram a expressão de PrPC na maior parte dos timócitos. 

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

expressando PrPC em todas as subpopulações analisadas. As diferenças em relação 

ao primeiro trabalho podem ser decorrentes do uso de diferentes clones de 
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anticorpos anti-PrPC, já tendo sido demonstrado que clones diferentes podem não 

reconhecer o mesmo tipo celular, provavelmente devido à disponibilidade de seus 

epítopos específicos (Li et al., 2001). 

Como discutido anteriormente, a função de PrPC ainda não está completamente 

elucidada. No entanto, vários trabalhos indicam sua importância na proteção contra 

estresse oxidativo, além de sua provável função no sistema imune em diferentes 

eventos como ativação de células T, fagocitose e migração. No timo, todos esses 

processos estão envolvidos na maturação de linfócitos T, sugerindo a participação 

de PrPC na fisiologia do órgão. Além disso, a expressão de PrPC, tanto em células 

do microambiente tímico quanto na superfície de timócitos, fortalecem ainda mais 

um possível papel funcional de PrPC em processos essenciais como a diferenciação 

e migração de linfócitos T no timo.  

 

1.2. Timo  

O timo é um órgão linfóide primário que possui um microambiente especializado na 

diferenciação e maturação de linfócitos T. Na fase adulta, células precursoras 

derivadas da medula óssea chegam ao timo e passam por um complexo processo 

de seleção e maturação, ao fim do qual ocorre a migração de timócitos 

positivamente selecionados para áreas T dependentes nos órgãos linfóides 

secundários, tais como baço, linfonodos, placas de Peyer e tonsilas. Esse processo 

inclui a expressão seqüencial de vários marcadores de membrana, como por 

exemplo as moléculas acessórias CD4 e CD8, além de rearranjos de genes 

envolvidos na geração do chamado receptor clonal de célula T (TCR) (Ciofani & 

Zuniga-Pflucker, 2007; Savino & Dardenne, 2000).  
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O timo está localizado no mediastino superior, sobreposto ao coração. É um órgão 

bilobado que apresenta uma cápsula de tecido conjuntivo, a partir da qual se 

estendem septos para o interior do órgão, os quais irão delimitar os lóbulos tímicos. 

Estes são constituídos por uma região mais densa e periférica denominada córtex, a 

qual possui grande número de linfócitos imaturos (timócitos) em diferentes estágios 

de diferenciação, e uma região mais interna, denominada medula, onde se completa 

o processo de diferenciação dos timócitos (Figura 1.3). Entre esses dois 

compartimentos, encontra-se a junção córtico-medular, demarcada por grandes 

vasos os quais vêm acompanhando os septos que penetram no órgão a partir da 

cápsula. Em indivíduos adultos, é a partir dos vasos localizados na região córtico-

medular, que células precursoras oriundas da medula óssea penetram no órgão 

(Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Seção histológica de timo mostrando as regiões de córtex e medula. Na 

figura, é possível visualizar uma região de córtex, onde ocorre maior densidade celular, e 

duas regiões de medula, onde se observa menor densidade celular (Obtido a partir de 

Contreiras et al., 2004).  

Córtex 

Medula 

Medula 
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1.2.1. Microambiente tímico 

O microambiente tímico é composto por células epiteliais tímicas (TECs), 

macrófagos, células dendríticas, fibroblastos,células endoteliais, etc, e por diferentes 

proteínas 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 tímico e, 

sendo interconectadas por desmossomas, formam uma rede tridimensional 

preenchida por timócitos em diferenciação (Nitta et al., 2008; Savino & Dardenne, 

2000). O epitélio timico é um tecido heterogêneo em termos morfológicos, 

fenotípicos e funcionais. As subpopulações de TECs podem ser identificadas pela 

sua localização e  pela expressão diferencial de citoqueratinas e outros marcadores. 

Fenotipicamente, TECs corticais são caracterizadas pela expressão de citoqueratina 

(CK)-8, EpCAM1 (do Inglês Epithelial-cell-adhesion molecuel 1) e Ly51, expressando 

ainda as moléculas MHC de classe I e II (Anderson et al., 2007; Derbinski et al., 

2001). Estas células estão relacionadas aos eventos de seleção positiva, 

apresentando neste sentido capacidade de processamento e apresentação de 

antígenos, além de atividade proteossômica necessária para a seleção positiva de 

células T CD8+ (Nedjic et al., 2008; Rezzani et al., 2008). Dentre as TEC corticais, 

foram identificados alguns padrões morfológicos distintos. De especial interesse, 

foram observados na região subcapsular tipos especializados de microambientes 

que são equivalentes estruturais ao complexo linfoepitelial nurse. As chamadas 

células nurse do timo (TNC) correspondem a estruturas multicelulares complexas 

formadas por uma célula epitelial tímica, a qual, em camundongos, é capaz de 

albergar de 20 a 200 timócitos (revisado em Villa-Verde et al., 1995).  
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As TECs medulares apresentam fenótipo EpCAM+Ly51-, e também expressam 

moléculas como CK5, MTS10, e ER-TR5 (Anderson & Jenkinson, 2001; van Ewijk, 

1988), além de MHC de classe I e II. São células mais volumosas, com formato oval, 

curtas extensões citoplasmáticas e que apresentam muitas organelas no citoplasma. 

O desenvolvimento e organização anormal de TECs medulares são freqüentemente 

associados à auto-imunidade (Naquet et al., 1999). 

Além das TECs, outras células estromais são também encontradas no 

microambiente tímico, tais como células dendríticas, que possuem origem 

hematopoiética, e estão localizadas na região córtico-medular e na medula (Barclay 

& Mayrhofer, 1981; van Ewijk, 1988). Já macrófagos, que também possuem origem 

hematopoiética, se localizam no córtex e na medula, estando envolvidos na 

fagocitose de células apoptóticas (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 2007). Dados da 

literatura têm sugerido que células dendríticas e também macrófagos estejam 

envolvidos no processo de seleção negativa de timócitos (Milicevic & Milicevic, 2004; 

Wu & Shortman, 2005).  

Foi demonstrado que células de origem hematopoiética participam no processo de 

seleção de clones auto-reativos para antígenos próprios que entram no timo através 

da corrente sangüínea, enquanto TEC medulares estão envolvidas na seleção 

negativa no caso de antígenos próprios expressos constitutivamente no timo (Klein 

et al., 2001). Além disso, a geração de camundongos expressando moléculas MHC 

apenas em células não-hematopoiéticas resultou na geração de células T auto-

reativas, devido à ausência de seleção negativa por células originadas da medula 

óssea (Laufer et al., 1996).  

As células mesenquimais derivadas da crista neural formam outro importante 

componente celular do microambiente tímico. Essas células contribuem para a 
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formação da cápsula e dos septos, e podem também estar localizadas no córtex 

tímico, onde interagem com timócitos imaturos (Anderson et al., 1997; Suniara et al., 

2000). Alguns trabalhos demonstraram que o mesênquima possui um papel 

fundamental no desenvolvimento do timo através de dois mecanismos: influenciando 

diretamente o crescimento e desenvolvimento das TEC presentes no início do 

desenvolvimento tímico (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 tímico também é formado por um 

rede tridimensional de glicoproteínas e proteoglicanas que compõem a rede de 

matriz extracelular. Estas proteínas formam um complexo marcromolecular que 

contribui com pontos de ancoragem para as células do microambiente e timócitos. 

São importantes moléculas sinalizadoras que participam no desenvolvimento de 

timócitos através de eventos de diferenciação, adesão, migração, proliferação e 

ativação celular (Savino et al., 1993; 2004). Além disso, diferentes fatores de 

crescimento, quimiocinas e hormônios podem estar associados à rede de matriz 

extracelular, representando um importante fator de regulação no processo de 

diferenciação intratímica de linfócitos (Mendes-da-Cruz et al., 2008; Savino et al., 

2002; 2004). 

 

1.2.2. Diferenciação intratímica de linfócitos T  

Funcionalmente, o timo é um órgão linfóide primário que possui um microambiente 

especializado no qual ocorre a diferenciação de linfócitos T. Entretanto, os 

progenitores de células T no timo não são capazes de sustentar seu 

desenvolvimento indefinidamente, sendo necessária a constante entrada de 

progenitores hematopoiéticos  vindos da medula óssea (Bhandoola & Sambandam, 
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2006). A cinética de entrada desses precursores é caracterizada por curtos períodos 

de receptividade intercalados por períodos refratários mais longos (Foss et al., 

2001). No entanto, a caracterização desses precursores ainda é bastante 

controversa. 

Muitos progenitores da medula óssea têm potencial para se diferenciar em células T 

sob estímulos adequados. Tais células são classificadas fenotipicamente como 

progenitores LSK (Lin-SCA-1+KIThi), pois, embora não expressem marcadores de 

diferenciação de linhagens celulares maduras, expressam o antígeno de células 

tronco (SCA-1, do Inglês stem cell antigen 1) e o receptor CD117 (KIT), que se liga 

ao fator derivado de células tronco (SCF, do Inglês stem cell factor) (Bhandoola & 

Sambandam, 2006). Estes precursores incluem: as células-tronco hematopoiéticas 

(HSC, do Inglês hematopoietic stem cells), que podem originar todas as linhagens 

celulares sangüíneas e possuem habilidade de se auto-renovar (Morrison et al., 

1995); o progenitor multipotente (MPP, do Inglês multipotential progenitor), que pode 

originar todas as linhagens hematopoiéticas, mas não tem capacidade de auto-

renovação (Adolfsson et al., 2001; Christensen & Weissman, 2001); o progenitor 

linfóide comum (CLP, do Inglês common lymphocyte progenitor), que foi 

originalmente identificado como comprometido com a linhagem linfóide (Kondo et al., 

1997); e células derivadas do CLP (Balciunaite et al., 2005; Martin et al., 2003). 

Entretanto, ainda não está claro o quanto cada uma destas células seria 

fisiologicamente capaz de colonizar o timo a partir da corrente sangüínea. A 

identificação do CLP foi vinculada à capacidade destas células em originar células T 

in vivo, sugerindo que essa população de progenitores poderia ser a população 

imediatamente precursora dos timócitos (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 timócitos (Bhandoola et al., 2007). Trabalhos recentes têm 

demonstrado que os CLP rapidamente adotam o fenótio DN1 após sua entrada no 

timo (Karsunky et al., 2008; Schwarz et al., 2007). Contudo, após a entrada no timo 

os progenitores, sejam eles CLPs ou MPPs, irão receber sinais específicos deste 

microambiente que os levarão a migrar e seguir diferentes etapas de diferenciação 

dentro do órgão. A entrada no timo ocorre através de vênulas pós-capilares 

localizadas da região córtico-medular (Lind et al., 2001). Após a entrada dos 

precursores linfóides no timo estes irão se diferenciar em células T maduras. 

Durante este processo ocorre a expressão seqüencial de vários marcadores de 

membrana, além de rearranjos de genes envolvidos na geração do TCR. A 

expressão das moléculas CD4 e CD8 permite a identificação de subpopulações de 

timócitos com diferentes graus de maturação (Scollay et al., 1988).  

Entre as células duplo-negativas (DN ou CD4-CD8-) do timo são encontradas as 

células não-T, os progenitores linfóides e as células já comprometidas com a 

linhagem T. De acordo com a expressão seqüencial das moléculas CD25 e CD44, 

as células CD4-CD8- podem ser subdivididas em diferentes subpopulações 

compreendendo os estágios DN1 a DN4 (Godfrey et al., 1993). As células 

denominadas DN1 expressam a molécula CD44, mas não expressam CD25. Como 

os precursores linfóides vindos da medula óssea chegam através da corrente 

sangüínea, as células DN1 são encontrados nas proximidades da região córtico-

medular. Acredita-se que os precursores linfóides mais imaturos se encontrem entre 

as DN1. Alguns possíveis candidatos já foram descritos como as células DN1a, que 

apresentam o fenótipo Lin-CD25-CD44+CD117+CD24-CD90- (Porritt et al., 2004) e os 

ETPs (do Inglês, Early T Lineage Progenitors) com fenótipo Linlo(devido a baixa 

expressão de CD4)CD117hiCD25-IL-7Rα-/loCD44+SCA1+ (Allman et al., 2003). Mais 
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recentemente utilizando-se um modelo de expressão do receptor de quimiocina 

CCR9 ligado a EGFP, foi descrita uma subpopulação mais imatura entre os ETPs, 

denominada TMP (do Inglês, Thymic Multipotent Precursor). Ela apresenta 

características fenotípicas e funcionais semelhantes aos precursores 

hematopoiéticos LSK (Lin-SCA1+c-Kit+) encontrados na corrente sangüínea e na 

medula óssea, capazes de colonizar o timo (Benz & Bleul, 2005; Benz et al., 2008). 

Entre os diversos possíveis precursores de células T descritos, já foi obtida, além da 

diferenciação na linhagem T, diferenciação em células NK, células dendríticas, 

células mielóides e células B. Atualmente existe uma ampla discussão em relação 

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 são 

derivados de precursores linfóides comuns ou de precursores que perderam o 

potencial de gerar células B, mas ainda apresentam capacidade de gerar células 

mielóides (Bell & Bhandoola, 2008; Benz & Bleul, 2005; Benz et al., 2008; Wada et 

al., 2008). 

A subpopulação subseqüente, DN2, é caracterizada pelo aumento na expressão de 

CD25, o que coincide com perda do potencial de geração de linfócitos B, mas não 

de células mielóides (Bell & Bhandoola, 2008; Wada et al., 2008). A diminuição na 

expressão da molécula CD44 define a transição para um próximo estágio, CD44-

CD25+ ou DN3.Os sinais mediados por Notch e IL-7, que são gerados por TEC 

corticais, promovem o desenvolvimento inicial de timócitos até este estágio de 

desenvolvimento (Takahama, 2006). Nas células DN3 se observa claramente o 

rearranjo ativo nas cadeias β, γ e δ do TCR, dessa forma, esse estágio marca o 

comprometimento irreversível com a linhagem T (Godfrey et al., 1994). É ainda 

durante este estágio que ocorre o chamado processo de seleção β, onde timócitos 
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são testados quanto ao rearranjo produtivo da cadeia β do TCR, através de 

pareamento com a cadeia pré-T α (Godfrey et al., 1994). As células DN3 

selecionadas progridem para o próximo estágio de desenvolvimento, CD44-CD25- 

(DN4 ou pré-DP). As células DN4 proliferam intensamente, dando origem a altos 

números de células da subpopulação seguinte, CD4+CD8+ (duplo-positvas ou DP) 

(Petrie et al. 2000; Wack et al. 2000). A transição para o estágio DN4 marca o início 

da recombinação do locus do TCRα e o comprometimento com a linhagem T αβ 

(Livak et al., 1999), além da expressão simultânea das moléculas CD4 e CD8. As 

células DP constituem a maioria dos linfócitos presentes no órgão, cerca de 80%. 

Nesta subpopulação, o complexo TCR é expresso em densidade relativamente 

baixa na superfície celular (Figura 1.4). 

Os timócitos que agora expressam TCR funcionais em suas membranas, serão 

capazes de interagir com peptídeos apresentados por moléculas de MHC expressas 

nas membranas de células do microambiente (Figura 1.4). Esta interação irá 

determinar os eventos denominados de seleção positiva e seleção negativa, cruciais 

no processo de diferenciação intratímica de células T (Ciofani & Zuniga-Pflucker, 

2007; Hogquist et al., 2005; Hollander & Peterson, 2009). Na seleção positiva, 

timócitos DP reconhecem, em TECs corticais, complexos MHC/peptídeo com avidez 

moderada, e o estímulo decorrente de tal reconhecimento os recupera da morte por 

apoptose; timócitos que não receberem tal estímulo seguirão o programa de morte 

celular por apoptose (Hare et al., 2003). Esse processo resulta na produção de 

clones de células T que apresentam um repertório de TCR restrito ao MHC próprio 

(Mick et al., 2004). Nessa etapa, a especificidade do TCR pelo MHC de classe I ou II 

é considerada decisiva na diferenciação em timócitos simples positivos (SP) CD4 ou 

CD8. Um modelo atual, que congrega observações e questionamentos de outros 
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modelos com novos conceitos, é o modelo de sinalização cinética (Singer et al., 

2008). Segundo ele, independentemente da especificidade do TCR pelo MHC, 

timócitos DP sinalizados durante a seleção positiva são induzidos a “desligar” a 

transcrição do gene CD8. A persistência da sinalização via TCR bloqueia a 

sinalização mediada por IL-7 e induz a diferenciação em células T CD4+ maduras. A 

ausência da sinalização do TCR permite a sinalização mediada por IL-7, o que induz 

os timócitos CD4+CD8- intermediários (que apresentam um fenótipo CD4+CD8lo) a 

sofrer uma reversão no co-receptor, voltando a transcrever o gene da molécula CD8 

e reprimindo a expressão de CD4, se diferenciando assim em células T CD8+ 

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

No processo de seleção negativa, timócitos capazes de reconhecer peptídeos 

próprios com alta afinidade, portanto potencialmente auto-reativos, são induzidos a 

sofrer morte por apoptose (Nitta et al., 2008; Werlen et al., 2003). Este evento ocorre 

principalmente na medula tímica, onde TECs medulares expressam antígenos 

tecido-específicos, os chamados TRAs (tissue-restricted antigens) de forma 

promíscua (Derbinski et al., 2001). A expressão dos TRAs está sob cotrole do fator 

de transcrição AIRE (do inglês Autoimmune regulator), o qual promove a transcrição 

de proteínas que não seriam de outra forma encontradas no timo (Anderson et al., 

2002). Estas protínas próprias são apresentadas aos timócitos pelas TECs 

medulares ou por células dendríticas (capazes de captar tais antígenos), induzindo a 

deleção clonal de timócitos que reconhecem estes antígenos com alta avidez (Liston 

et al., 2003). Alguns clones, no entanto, irão sobreviver se diferenciando em células 

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

Células SP maduras poderão deixar o órgão através de vasos sangüíneos, 

localizados na região córtico-medular e na medula tímica, formando a grande 
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maioria do repertório de linfócitos T localizados em órgãos linfóides secundários, tais 

como baço, linfonodos, placas de Peyer e tonsilas (Yin et al., 2006). 

 
Figura 1.4. Diferenciação intratímica de linfócitos T. Os lóbulos tímicos são organizados 

em regiões de córtex e medula, cada qual caracterizada pela presença de tipos específicos 

de células do estroma, assim como timócitos em diferentes estágios de maturação. A 

diferenciação de timócitos é caracterizada pela expressão de marcadores de superfície bem 

definidos como CD44, CD25, CD4, CD8, assim como pelo rearranjo do TCR. Adaptado a 

partir de Zuñiga-Pflucker, 2004. 
 

1.2.3. Migração compartimentalizada das subpopulações de timócitos 

Durante a diferenciação, os timócitos passam por migrações orquestradas através 

do timo, antes de serem liberados para a periferia como células T maduras. Esse 

movimento está intimamente ligado ao programa de desenvolvimento dos timócitos, 

resultando na compartimentalização do órgão de forma que timócitos em diferentes 
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estágios de desenvolvimento são encontrados em regiões distintas do timo (Petrie & 

Zuniga-Pflucker, 2007; Savino et al., 2004; Takahama, 2006).  

Os progenitores T hematopoiéticos, oriundos da medula óssea, penetram no timo 

através das vênulas pós-capilares localizadas na região córtico-medular. Após a 

entrada no timo, tais progenitores iniciam o processo de diferenciação de timócitos 

dando origem ao estágio DN do desenvolvimento de células T. A diferenciação para 

o estágio DN1 ocorre na proximidade da região córtico-medular. Estas células 

iniciam o processo de migração em direção à cápsula, se diferenciando à medida 

que se movem em várias profundidades corticais. Dessa forma, a diferenciação para 

os estágios DN2 e DN3 ocorre no córtex médio e superior respectivamente. Células 

DN3 se acumulam na região subcapsular enquanto se diferenciam no estágio DN4 

ou pré-DP de desenvolvimento. A transição do estágio DN3 para pré-DP é 

acompanhada por uma reversão na polaridade de migração, de forma que timócitos 

que se diferenciarem em DP vão migrar através do córtex em direção à medula, 

muito embora nunca venham a entrar na região medular (Lind et al., 2001; Petrie & 

Zuniga-Pflucker, 2007). 

O próximo passo na migração intratímica é o movimento de células que foram 

selecionadas positivamente para o interior da medula. Em camundongos, após o 

processo de seleção positiva ser completado, as células selecionadas permanecem 

na medula por mais 3-7 dias (Shortman et al., 1990). Nesse período, as poucas 

células SP (CD4+ ou CD8+) com capacidade de se tornarem células T funcionais 

completam sua diferenciação e são exportadas através da corrente sangüínea para 

os órgãos linfóides periféricos (Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007). É sugerido que os 

timócitos maduros deixem o timo através de espaços perivasculares localizados nas 

junções córtico-medulares e na medula (Mori et al., 2007). 
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1.2.4. Interações moleculares envolvidas na compartimentalização dos timócitos no 

microambiente tímico  

Durante o desenvolvimento, timócitos passam por migrações orquestradas através 

do timo antes de serem liberados para a periferia como células T maduras. Este 

processo de migração envolve uma rede de sinalização onde participam múltiplos 

fatores, como polipeptídeos solúveis e moléculas de adesão produzidas por células 

do microambiente tímico ou pelos próprios timócitos. O vetor resultante do somatório 

desses sinais dita o direcionamento de timócitos em diferentes estágios de 

desenvolvimento (Mendes-da-Cruz et al., 2008; Savino, 2007). Faremos a seguir 

uma explanação sucinta sobre o papel exercido por algumas moléculas durante a 

migração intratímica de timócitos. 

A entrada no timo ocorre através de vênulas pós-capilares localizadas da região 

córtico-medular (Lind et al., 2001). O recrutamento dos progenitores T 

hematopoiéticos para o timo é facilitado por uma cascata de adesão iniciada pela 

interação de PSGL-1 (do Inglês, P-selectin glycoprotein ligand 1) expresso na 

superfície desses precursores, com seu ligante P-selectina, expressa no endotélio 

tímico (Rossi et al., 2005; Scimone et al., 2006). A interação de PSGL-1 com P-

selectina diminui a velocidade dos precursores nas vênulas pós-capilares 

localizadas na região córtico-medular permitindo que eles respondam a gradientes 

locais de quimiocinas (provavelmente CCL25) e se liguem fortemente às moléculas 

de adesão endotelial ICAM-1 (do Inglês, intercellular adhesion molecule 1) e VCAM-

1 (do Inglês, vascular cell adhesion molecule 1) através de integrinas, levando a 

firme adesão dos precursores no endotélio tímico (Scimone et al., 2006). Fortes 

indícios 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 óssea no timo, enquanto precursores nocautes para seu receptor CCR9 são 

menos eficientes do que progenitores normais na colonização do timo.  

Um trabalho bastante recente (Gossens et al., 2009) relaciona o aumento periódico 

da expressão das moléculas P-selectina e CCL25 no endotélio tímico ao aumento da 

receptividade do timo a progenitores linfóides oriundos da medula óssea. Essa 

relação entre expressão de moléculas e receptividade a precursores seria controlada 

por dois mecanismos de alças regulatórias. O primeiro deles seria dependente da 

quantidade e, possivelmente, da qualidade dos ETPs presentes na região 

perivascular tímica, que regulariam a periodicidade da expressão tímica de P-

selectina e CCL25. Estes dados têm por base experimentos feitos com 

camundongos com números reduzidos de ETPs, como IL-7R-/-, RAG-1-/-, PSGL-1-/-, 

os quais não apresentam periodicidade na expressão tímica de P-selectina e 

CCL25. O segundo mecanismo seria o tamanho do pool de linfócitos T periféricos, 

sendo sugerido que os níveis plasmáticos de esfingosina-1-fosfato (S1P), molécula 

que regula a emigração de timócitos maduros, poderiam estar relacionados ao 

controle da expressão de P-selectina pelo endotélio tímico. Esses dados mostram 

que o timo responde a sinais internos e externos para regular a geração de células T 

(Gossens et al., 2009). 

Vários trabalhos apontam para a participação de quimiocinas na migração de 

timócitos DN do córtex em direção à capsula (Yin et al., 2006). Evidenciou-se que a 

sinalização através da interação entre o receptor CXCR4 e seu ligante, a quimiocina 

CXCL12, é crucial para a migração de células DN1 em direção ao córtex medial. 

Assim, animais com inativação timo-específica de CXCR4 apresentam bloqueio de 
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diferenciação a partir de DN1 (Plotkin et al., 2003), demonstrando a importância da 

migração na geração contínua de células T. Foi ainda mostrado que a ausência de 

CCR7, receptor de CCL19 e CCL21, afeta a migração de progenitores em direção 

ao córtex superior, com conseqüente bloqueio na diferenciação de timócitos que se 

encontram entre os estágios DN1 e DN2 (Misslitz et al., 2004). Por outro lado, a 

expressão do receptor CCR9, receptor de CCL25, é aumentada após o processo de 

seleção β, de forma que timócitos CD4-CD8- mais tardios (DN3 e DN4), e timócitos 

CD4+CD8+ expressam esse receptor em altas densidades (Norment et al., 2000). Em 

camundongos nocautes para CCR9, timócitos CD4-CD8-CD25+, normalmente 

concentrados na região subcapsular, passaram a apresentar uma localização 

desorganizada por todo o córtex, indicando uma possível implicação desse receptor 

no acúmulo de timócitos CD4-CD8- na região subcapsular (Benz et al., 2004).  

Respostas a quimiocinas específicas após a seleção positiva parecem estar 

envolvidas na migração em direção à medula tímica. 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 não em direção a CXCL12 (ligante de 

CXCR4). A resposta negativa frente à CXCL12 pode ser entendida devido à 

diminuição na expressão de CXCR4 após seleção positiva de timócitos CD4+CD8+ 

(Suzuki et al., 1998).  

Dados bastante conclusivos demonstram a relevância da molécula CCR7 neste 

processo. Observou-se aumento na expressão de CCR7 após seleção positiva, e 

ainda que a falta de CCR7 ou de seus ligantes levava à localização de timócitos SP 

no córtex acompanhado pela redução destas células na medula. Apesar da 

importância desta molécula na migração do córtex para medula, a sua deficiência 
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não impede a diferenciação de células DP em SP (Ueno et al., 2004).  No entanto, 

mais recentemente foi demonstrado que a migração dependente de CCR7 é 

essencial para o estabelecimento de tolerância central a antígenos órgãos-

específicos, com a ocorrência de auto-imunidade em diversos órgãos de 

camundongos deficientes em CCR7 ou em seus ligantes (Kurobe et al., 2006;  

Davalos-Misslitz et al., 2007).  

Além de quimiocinas, timócitos também utilizam outros estímulos migratórios, como 

moléculas de matriz extracelular (ECM) para se locomover no interior do timo. 

Proteínas de ECM desempenham papel na fisiologia do órgão, através da interação 

com seus receptores expressos na superfície de timócitos e/ou células do 

microambiente tímico, induzindo respostas como proliferação, sobrevivência e 

diferenciação de timócitos (Savino et al., 2003).  

A distribuição da rede de matriz extracelular em um timo normal não segue um 

padrão homogêneo, e glicoproteínas como fibronectina, laminina e colágeno do tipo 

IV não estão restritas a regiões típicas de membrana basal. Essas glicoproteínas 

formam uma rede que está presente em todo o órgão, sendo bem mais densa na 

região medular, e apresentando fibras mais finas no córtex (Berrih et al., 1985; 

Lannes-Vieira et al., 1991; De Souza et al., 1993). Diferentes tipos celulares do 

microambiente tímico são capazes de produzir moléculas de matriz extracelular 

(Savino et al., 2003; Savino et al., 2004). 

Isoformas de componentes de matriz extracelular têm sido descritas no timo. Por 

exemplo, a isoforma de fibronectina reconhecida pela integrina α5β1 (CD49e/CD29 

ou VLA-5) através do motivo RGD (arginina-glicina-ácido aspártico) está localizada 

em todo parênquima tímico humano. Já a isoforma derivada do splicing altenativo do 

RNA mensageiro de fibronectina, reconhecida pela integrina α4β1 (CD49d/CD29 ou 
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VLA-4) através do domínio CS1 está mais restrita à medula, definindo claramente os 

limites com o córtex ao redor (Crisa et al., 1996). A análise em timócitos humanos 

sugere uma via de diferenciação de células T onde a maior parte das DN expressa 

VLA-4 e VLA-5 em altas densidades, células DP diminuem a expressão de VLA-5, 

enquanto timócitos SP diminuem expressão de VLA-4 e aumentam a expressão de 

VLA-5 (Mojcik et al., 1995). Esta modulação implicaria em envolvimento funcional da 

expressão de integrinas durante a maturação de células T no timo. Em timócitos DP, 

a ativação de VLA-4 pode estar relacionada ao evento de seleção positiva. Timócitos 

DP imaturos expressam VLA-4 na forma constitutivamente ativada levando à adesão 

a fibronectina e VCAM-1. Por outro lado, as células não-aderentes são em sua 

maioria timócitos que já passaram pela seleção positiva, ou seja, DP expressando 

CD3 e CD69 em altas densidades, e timócitos SP (Salomon et al., 1994).  

Resultados obtidos em camundongos indicam a participação de fibronectina e seus 

receptores VLA-4, principalmente e VLA-5 na adesão de timócitos CD4-CD8- e na 

sua diferenciação em subpopulações mais maduras (Utsumi et al., 1991). Dados do 

nosso laboratório também mostram a expressão diferencial de receptores de ECM 

nas subpopulações de timócitos. Timócitos DN apresentam alta expressão de VLA-

4, VLA-5 e VLA-6, timócitos DP recém-gerados mantém essa alta expressão, 

enquanto células DP maduras exibem diminuição na expressão desses receptores. 

Nos estágios SP CD4 e CD8, a expressão de VLA-4 diminui anteriormente ao 

receptor VLA-5, o qual também diminui nas células SP maduras. Em células CD4+ 

ocorre uma maior diminuição de VLA-6 que em células CD8+. Ensaios funcionais 

mostram um aumento na capacidade de adesão a TECs em estágios iniciais da 

diferenciação de timócitos, devido a uma alta expressão desses receptores de ECM 

(Dalmau et al., 1999). Em conjunto, esses dados sugerem que sinais deflagrados 
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por receptores de proteínas de ECM podem participar na indução de diferenciação 

de timócitos.  

As interações de timócitos através de isoformas de laminina também são 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 sangüíneos e/ou células 

epiteliais do timo (Kutlesa et al., 2002; Ocampo et al., 2008). Ensaios funcionais 

mostraram adesão de timócitos DN através da integrina α6β1 (CD49f/CD29 ou VLA-

6) às lamininas 10 e 11. Timócitos DP não aderem a nenhuma das isoformas 

testadas, enquanto timócitos SP CD8 se ligam à laminina 5, através da integrina 

α6β4  (Kutlesa et al., 2002). Laminina 2 aumenta adesão TEC/timócito e a migração 

de timócitos em complexos linfoepiteliais Nurse, de forma α6β1 dependente 

(Ocampo et al., 2008). A isoforma laminina 2 também se mostra necessária na 

diferenciação e sobrevivência de timócitos, como observado em camundongos com 

ausência desta molécula (Iwao et al., 2000; Magner et al., 2000). Por outro lado, 

laminina 5 está relacionada ao controle da proliferação de timócitos via α6β4, assim 

como na migração de timócitos com ativação da metaloproteinase-14 e clivagem de 

CD44 (Vivinus-Nebot et al., 1999).  

Outros ligantes e receptores também participam do processo de migração 

intratímica, como o receptor 1 de esfingosina 1-fosfato (do Inglês, type 1 

sphingosine-1-phosphate receptor ou S1P1). Em camundongos nocautes para este 

receptor foi observado bloqueio na saída de células T SP CD4 e CD8 maduras do 

timo para a periferia, com acúmulo dessas células na medula tímica. Como a 

expressão do receptor S1P1 é aumentada em timócitos simples positivos maduros, 

sua deleção altera a resposta quimiotática de timócitos a S1P, resultando na 



59 

 

 59

ausência de linfócitos 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 estão envolvidas 

no desenvolvimento de timócitos. No entanto, muitas questões ainda não estão 

claras, particularmente no que tange à migração intratímica. Nesse contexto, é 

relevante a avaliação de novas moléculas que possam contribuir com esse 

processo.  

Apesar da função de PrPC ainda não estar completamente elucidada, alguns dados 

já publicados, sugerem sua provável função no sistema imune em diferentes 

eventos, tais como ativação de células T, fagocitose e migração. Esses estudos, em 

conjunto com os dados de expressão constitutiva de PrPC no timo, e sua interação 

com moléculas de adesão como heparan sulfato e, principalmente, laminina (a qual 

é determinante na migração de linfócitos T), nos levaram a estudar o papel de PrPC 

no timo, avaliando se flutuações nos níveis de expressão intratímica de PrPC 

poderiam modificar os padrões de diferenciação e migração de timócitos. 

 

3. MATERIAIS & MÉTODOS  

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos com inativação no gene Prnp (Prnp0/0) na região dos 

aminoácidos 4 a 186, a qual foi substituída por um cassete de neomicina. Esta 

linhagem foi denominada Zurich I (Zrch I), apresentando um fundo genético misto 

C57/BL6/J x 129/Sv (Bueler et al., 1992). Foram também utilizados camundon gos 
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transgênicos, denominados Tga20, construídos a partir de blastocistos desse 

camundongo Prnp0/0. Neles foram inseridas cópias adicionais do gene Prnp, 

utilizando-se o segmento promotor natural de prion, sendo obtida a expressão de 

aproximadamente 10 vezes mais proteína que nos animais selvagens (Fischer et al., 

1996). Como camundongo controle normal foi utilizada a linhagem selvagem Zrch I 

Prnp+/+ (aqui referida como WT; do Inglês, wild type). Esta linhagem foi gerada a 

partir do cruzamento contínuo dos F1 resultantes de acasalamento entre os animais 

C57BL/6J e 129/Sv. As três linhagens foram gentilmente fornecidas pela Dr.a Vilma 

Martins, do Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Câncer (São Paulo), e já se 

encontram no Centro de Criação de Animais de Laboratório da Fiocruz.  

Todos os procedimentos envolvendo a utilização destes animais foram aprovados 

pela Comissão de Ética de Uso de Animais de Laboratório, e estão de acordo com 

os Princípios Éticos de Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA).  

 

3.2. Reagentes  

Os seguintes reagentes foram utilizados na realização 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 

laboratório). 
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3.3. Anticorpos 

Nos ensaios de imunohistoquímica utilizamos os anticorpos anti-laminina e anti-

fibronectina produzidos em coelho (Novotec, Saint Martin-La-Garenne, França), e 

anti-CXCL-12 produzido em cabra (Santa Cruz, Califórnia, EUA). Também foi 

utilizado o anticorpo secundário produzido em cabra anti-Ig de coelho conjugado ao 

fluorocromo alexa-488 (Amersham Biosciences, Limited, Reino Unido), além do 

anticorpo secundário produzido em burro anti-Ig de cabra conjugado a FITC (Santa 

Cruz, Califórnia, EUA).  

Para as análises de citometria de fluxo, diluições 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-TCRγδ-PE e anti-TCRβ-PE. Também utilizamos o anticorpo 

monoclonal anti-PrPC (SAF-32) (SPI-BIO, Montigny-le-Bretonneux, França) 

produzido em camundongo, e o anticorpo secundário produzido em cabra anti-Ig de 

camundongo conjugado ao fluorocromo alexa-488 (Amersham Biosciences, Limited, 

Reino Unido). Como controles negativos para cada anticorpo específico foram 

utilizadas imunoglobulinas (Igs) não relacionadas marcadas com fluorocromos 

correspondentes, como controle negativo de marcação para o anticorpo anti-PrPC 

utilizamos uma IgG1 de camundongo não marcada (Becton-Dickinson Co, San 

Diego, EUA). Em todos os casos a concentração de Ig dos anticorpos-controle foi a 

mesma dos respectivos anticorpos específicos. 
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3.4. Histologia e imunohistoquímica 

Para a análise da histologia foi realizada coloração por hematoxilina e eosina em 

cortes parafinados de timo. Na desparafinização e hidratação, os cortes foram 

incubados por 2 vezes durante 10 minutos em xilol e, posteriormente, levados a 3 

recipientes diferentes contendo álcool absoluto durante 2 minutos em cada; logo a 

seguir, os cortes foram deixados em água corrente durante 1 minuto. Durante a 

coloração, os cortes foram deixados por 10 minutos em hematoxilina, lavados em 

água corrente por 1 minuto, e incubados em solução de eosina por 3 minutos.  

No que diz respeito às análises de imunohistoquímica, timos de todos os grupos 

experimentais foram embebidos em Tissue-Tek (LEICA Instruments, Alemanha) e 

subseqüentemente congelados a –70ºC. Cortes de 5 μm de espessura foram 

assentados em lâminas silanizadas (Easypath), fixados com acetona, bloqueados 

com PBS- caseína 10% / BSA 2%. As lâminas foram incubadas com os anticorpos 

anti-fibronectina, anti-laminina ou CXL12, após, as lâminas foram lavadas três vezes 

com PBS e incubadas por 30 minutos com o respectivo anticorpo secundário. As 

amostras foram analisadas em microscópio de fluorescência (Olympus BX60, Japão) 

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 níveis de expressão da proteína príon celular foram 

sacrificados em câmara de gás carbônico; em seguida, timo, baço e linfonodos 

subcutâneos e mesentéricos foram retirados e macerados. Depois de isoladas, 

células obtidas a partir destes órgãos foram ressuspensas em solução de tampão 

fosfato tamponada (PBS) contendo 5% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab). A 

contagem do número de células foi feita em câmara de Neubauer utilizando o 

corante azul de tripan (Sigma) para exclusão de células mortas. Após a contagem, 

as células foram distribuídas em placas de 96 poços em uma concentração de 

106células/poço.  

Para a caracterização fenotípica, as células foram incubadas com 10 µl de 

anticorpos monoclonais conjugados a diferentes fluorocromos ou com o anticorpo 

anti-PrPC a 4ºC por 30 minutos. Como controles negativos de marcação, foram 

utilizadas Igs não relacionadas marcadas com os fluorocromos correspondentes ou 

Ig de camundongo não marcada. Após a marcação, as suspensões celulares foram 

lavadas em PBS/5% SFB, fixadas em solução contendo formaldeído 1% e 

adquiridas no citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, USA) 

equipado com o programa CellQuest. Para cada amostra, foram avaliadas pelos 

menos 104 células. 

 

3.6. Ensaio de transmigração  

A atividade migratória de timócitos foi analisada em câmaras de "transwell" (Corning 

Inc., New York, USA). Primeiramente, insertos com poros de 5 µm foram recobertos 

com soluções a 10 µg/mL de laminina, fibronectina ou BSA durante 1 hora a 37ºC 

em atmosfera a 5% de CO2. Os insertos foram então submetidos a bloqueio com 
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solução de PBS/BSA 0,5%, durante 45 minutos a 37ºC em atmosfera contendo 5% 

de CO2. Em seguida esses insertos foram colocados em poços contendo 600 μL de 

RPMI/BSA 1%, e timócitos foram adicionados à parte superior do inserto (2,5x106 

timócitos em 100 μL de RPMI/BSA 1%), seguindo-se incubação de 4 horas a 37ºC 

em atmosfera a 5% de CO2. Após o período de transmigração, as células foram 

recolhidas e contadas em microscópio óptico, utilizando-se azul de tripan para 

exclusão de células mortas. As células foram então marcadas com os anticorpos 

anti-CD4, e anti-CD8, para análise das subpopulações 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. Análise estatística 

Os resultados foram analisados estatisticamente através do teste “One-way analysis 

of variance” e subseqüentemente através do pós-teste de Tukey. Os dados foram 

mostrados como média ± erro padrão e considerados estatisticamente significativos 

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

4.1. Participação da proteína prion celular na diferenciação intratímica de 

linfócitos T 

Nesta primeira parte do trabalho, abordamos a questão do possível envolvimento de 

PrPc no desenvolvimento de linfócitos T no timo. Analisamos inicialmente a 

expressão de PrPc em timócitos e em linhagens de células do microambiente tímico. 

Em seguida, passamos a utilizar camundongos com diferentes níveis de expressão 

de PrPc, ou seja, os camundongos normais (wild type - WT), camundongos Prnp0/0 e 

camundongos trangênicos super-expressando PrPC (Tga20), fazendo uma avaliação 

quanto ao processo de diferenciação intratímica de linfócitos T e à presença de 

linfócitos T na periferia do sistema imune. 

 

4.1.1. Expressão de PrPC em timócitos e células do microambiente tímico 

Inicialmente, buscando definir se a expressão intratímica de PrPC era variável nos 

três tipos de animais estudados, analisamos a densidade membranar dessa 

molécula nos timócitos das três linhagens de camundongos. Na população total de 

timócitos dos animais que super-expressam o gene da proteína PrPC (camundongos 

Tga20), o aumento da expressão da molécula pode ser detectado em relação ao 

grupo controle tipo selvagem (WT) de mesma idade e sexo, enquanto que nos 

camundongos nocautes (Prnp0/0) não foi detectada a expressão da proteína na 

superfície de timócitos (Figura 4.1A). Através da marcação das moléculas CD4 e 

CD8, analisamos a expressão de PrPC nas subpopulações de timócitos. Como pode 

ser visto na Figura 4.1C, observamos expressão da molécula em todas as 

subpopulações de timócitos do camundongo WT, com um percentual um pouco 

menor entre as DN, quando comparadas às outras subpopulações. No camundongo 



66 

 

 66

Tga20 também foi observada expressão de PrPC em todas as subpopulações, 

porém, entre as células CD4+CD8+ (duplo-positivas ou DP) ocorre um aumento neste 

percentual em relação ao controle, enquanto nas simples positivas (SP) CD8 

observamos uma diminuição no percentual de células expressando PrPC em relação 

ao camundongo controle (Figura 1B). O aumento na densidade da expressão de 

PrPC foi observado nos timócitos do Tga20 entre as subpopulações CD4-CD8- 

(duplo-negativas ou DN), DP e SP CD4, com um aumento mais acentuado nas DP. 

No entanto, nas células CD8 SP não há diferença significativa em relação ao 

controle (Figura 4.1C). Estes dados confirmam o aumento de expressão de PrPC no 

camundongo Tga20 e mostram uma expressão diferencial entre as subpopulações 

de timócitos, tanto nos camundongos controles, quanto nos transgênicos.  

A expressão de PrPC também foi observada em células do microambiente tímico, 

tendo sido analisadas as  linhagens de TEC 1.4C18 e 1C6 (Figura 4.2A-B) 

representantes dos fenótipos cortical e medular, respectivamente. Também 

avaliamos a linhagem de célula endotelial tímica tEnd.1, a qual também apresenta 

clara expressão de PrPC (Figura 4.2C). 
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Figura 4.1. Expressão da proteína prion celular (PrPC) em timócitos. (A) 

Histograma com expressão de PrPC na população total de timócitos de 

camundongos WT (curva cheia em cinza), Prnp0/0 (curva vazia em preto) e Tga20 

(curva hachurada). O controle de marcação de Ig não relacionada no camundongo 

WT é mostrado na curva vazia em cinza. (B) Percentual de células expressando 

PrPC na população total e nas subpopulações de timócitos definidas pela expressão 

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 fluorescência de PrPC na população total e nas subpopulações de 

timócitos definidas pela expressão de CD4/CD8, nos camundongos WT e Tga20. 

Dados apresentados como média ± erro padrão, com 4 camundongos por grupo. * 

p<0,05 em relação aos camundongos do tipo selvagem. 
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Figura 4.2. Células do microambiente tímico expressam PrPC 
constitutivamente. Expressão de PrPC em linhagens de células epiteliais tímicas 

corticais (cTEC) (A) e medulares (mTEC) (B), e na linhagem de célula endotelial 

tímica (tEnd) (C). A expressão de PrPC é mostrada em cinza, enquanto a Ig não 

relacionada está representada nas curvas vazadas. 

 

4.1.2. Hipoplasia no timo de camundongos que super-expressam PrPC  

Tendo sido confirmada a expressão de PrPC tanto em timócitos quanto em células 

do estroma tímico, avaliamos os timos provenientes de animais apresentando 

diferentes níveis de expressão de PrPC, quanto a alterações de massa e 

celularidade. Os timos dos camundongos Prnp0/0, quando comparados aos animais 

controle WT, não apresentaram alterações significativas. Por outro lado, ao 

avaliarmos os timos dos camundongos Tga20, vimos diminuição estatisticamente 

significativa na massa relativa e celularidade, quando comparados aos timos de 

camundongos controle e de camundongos Prnp0/0 (Figura 4.3B-C). 
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Figura 4.3. Hipoplasia tímica em camundongos transgênicos para PrPC. São 

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 (Prnp0/0) e super-expressando este gene (Tga20). 

Em D são apresentadas análises histológicas, após coloração com hematoxilina-

eosina, de timos dos mesmos grupos de camundongos. Os aumentos das 

fotomicrografias estão assinalados em cada painel. Os padrões aqui mostrados são 

representativos de pelo menos 4 animais por grupo. Em A, B e C dados 

apresentados como média ± erro padrão, sendo n ≥ 5. * p<0,05 em relação ao 

controle WT, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 

 

 

 



70 

 

 70

Tendo em vista que a expressão diferencial de PrPC é acompanhada por alterações 

na massa relativa e no número de timócitos, avaliamos em seguida se a arquitetura 

do órgão também estaria comprometida. Observamos que os timos de animais 

Prnp0/0 apresentam um padrão de distribuição das regiões cortical e medular 

semelhante aos timos de animais do tipo selvagem, com a típica densidade maior de 

células na região cortical que na região medular. Por outro lado, nos timos de 

animais Tga20, tal regionalização córtico-medular estava nitidamente alterada, com 

diminuição da densidade celular na região cortical, e como conseqüência a 

delimitação entre as duas regiões se encontrava menos evidente tanto em relação 

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

 

4.1.3. Acúmulo de timócitos imaturos em camundongos apresentando super-

expressão da proteína prion celular 

Tendo em vista a intensa hipoplasia observada no timo dos camundongos 

transgênicos para PrPC, procuramos investigar se a diferenciação intratímica de 

linfócitos T estaria alterada nestes animais. Iniciamos esta investigação através da 

análise das subpopulações de timócitos definidas pela expressão das moléculas 

CD4 e CD8. 

Inicialmente avaliamos camundongos adultos jovens, com idade de 5 a 6 semanas, 

e expressando diferentes níveis da proteína PrPC. Como podemos observar através 

dos gráficos mostrando a detecção simultânea de CD4 e CD8, os timos de 

camundongos deficientes em PrPC não apresentam diferenças significativas nas 

proporções relativas e nos números absolutos de subpopulações de timócitos 

quando comparados aos animais selvagens. No entanto, camundongos Tga20 

mostraram uma drástica diminuição no percentual de células DP, acompanhada de 
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um grande aumento no percentual de células DN, em relação aos timos de animais 

WT e Prnp0/0 (Figuras 4.3A-B). Por outro lado, no que diz respeito ao percentual de 

células SP para as moléculas CD4 ou CD8, não vimos diferença significativa nos 

valores percentuais dessas subpopulações maduras, quando o grupo Tga20 foi 

comparado ao WT ou ao Prnp0/0.  

Análise do número absoluto de células revelou discreto aumento no número de 

células DN, mas uma diminuição significativa no número de células DP e SP CD4 e 

CD8. Em conjunto, esses dados numéricos sugerem um importante bloqueio na 

maturação de timócitos. Para investigar essa hipótese, decidimos estudar animais 

de diferentes idades e, principalmente, analisar os estágios mais imaturos contidos 

na subpopulação DN. 

 

4.1.4. Análise de subpopulações de timócitos em camundongos com diferentes 

idades 

Como vimos acima, as alterações no processo de diferenciação de timócitos foram 

inicialmente observadas em camundongos Tga20 adulto-jovens. Porém não 

sabíamos em que fase da vida desses animais essas alterações apareciam e se 

ocorria acúmulo de determinadas subpopulações em animais de idade mais 

avançada. Além disso, o camundongo Prnp0/0, que apresenta perfil de timócitos 

CD4/CD8 normal, poderia apresentar alterações visíveis apenas após determinada 

fase da vida do animal. Dessa forma, avaliamos camundongos recém-natos e 

camundongos com 9 meses de idade provenientes dos três grupos de animais com 

diferentes níveis de expressão de PrPC quanto ao perfil das subpopulações de 

timócitos CD4/CD8. Vimos que os timos dos camundongos neonatos Prnp0/0, assim 

como nos animais adulto-jovens, são 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 alteração na relação de números dos timócitos SP CD4 e 

CD8, que nos recém-natos era invertida ou próxima a uma relação de 1:1. Já nos 

camundongos Tga20 recém-natos, observamos o mesmo padrão obtido em 

camundongos com idade entre 5 e 6 semanas (Figura 4.4). Análise em 

camundongos de 9 meses mostrou que o envelhecimento não altera a distribuição 

das diferentes subpopulações de timócitos em cada grupo, embora os animais 

apresentem decréscimo no número total de timócitos, como esperado (Figura 4.4).  
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Figura 4.4: Bloqueio de diferenciação em timócitos de camundongos Tga20. 
Timócitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes para o gene 

Prnp (Prnp0/0) e superexpressando este gene (Tga20) foram analisados quanto à 

expressão das moléculas CD4 e CD8. Em A, C e E perfis de citometria de fluxo 

mostrando a marcação para CD4/CD8 em timócitos de camundongos em diferentes 

idades. Os percentuais das subpopulações definidas por CD4/CD8 estão mostrados 

no interior dos perfis de citometria de cada grupo. Em B, D e F números absolutos 

de timócitos em cada subpopulação dos grupos analisados. Os dados são 

apresentados como média ± erro padrão, com 3 a 5 animais por grupo.* p<0,05 em 

relação aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo 

Prnp0/0. 
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4.1.5. Acúmulo de células de fenótipo CD4-CD8-CD44-CD25+ (DN3) no timo de 

camundongos transgênicos para a proteína prion celular  

Considerando os altos números relativos de timócitos 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 antígeno Thy-1) é expressa em linfócitos T 

desde os estágios iniciais de desenvolvimento de timócitos DN (Porritt et al., 2004), 

utilizamos esse marcador como um parâmetro para a análise da população total de 

linfócitos T no timo. Observamos que a expressão membranar de CD90 é 

significativamente menor na população total de timócitos de camundongos Tga20, 

quando comparados aos demais grupos (Figura 4.5A). Porém, quando a expressão 

dessa mesma molécula foi avaliada em cada uma das subpopulações de células T, 

não verificamos alterações significativas entre os camundongos analisados (Figura 

4.5B). Este dado indica que as alterações detectadas no camundongo Tga20, dentro 

da população de células DN, não refletem modulações de populações não-T 

presentes no timo, como células B e dendríticas, mas seja resultado de um bloqueio 

na via de maturação de linfócitos T αβ nesses animais. 

Os estágios de desenvolvimento de células imaturas DN foram avaliados através da 

análise da expressão diferencial das moléculas CD44 e CD25, que ocorre 

normalmente durante a progressão desta subpopulação. A seleção das células DN 

foi realizada apenas pela ausência de marcação para as moléculas CD4 e CD8. 

Como demonstrado na Figura 4.6A, quando comparados aos animais controle ou 

àqueles deficientes para PrPC, os camundongos Tga20 mostraram alteração nestes 

estágios, com aumento relativo de células em estágio DN3 (CD44-CD25+), e 

diminuição do percentual de células no estágio DN4 ou pré-DP (CD44-CD25-). Por 

outro lado, em camundongos nocautes, observamos aumento significativo no 
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percentual de timócitos no estágio DN1, quando comparados aos grupos controle e 

Tga20 (Figura 4.6A). 

A análise do número absoluto de células nos estágios iniciais de diferenciação 

mostrou que os camundongos Tga20, quando comparados aos animais selvagens, 

apresentavam diminuição significativa do número total de células já no estágio DN1, 

em DN2, e também  no estágio mais avançado, DN4 (Figura 4.5D). Esses dados 

sugerem que a expressão aumentada de PrPC interfere em pelo menos dois 

estágios do desenvolvimento de células T: no estágio precursor DN1 e no estágio 

seletivo DN3. 

 

 

 

Figura 4.5. Expressão de CD90 em timócitos dos camundongos com variações na 
expressão de PrPC. Timócitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes 

para o gene Prnp (Prnp0/0) e super-expressando este gene (Tga20) foram analisados por 

citometria de fluxo quanto à expressão de CD90 na população total (A) e nas subpopulações 

de timócitos definidos pela expressão de CD4/CD8 (B). Dados apresentados como média ± 

erro padrão, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos controle 

WT; + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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Figura 4.6: Acúmulo de timócitos em DN3 no timo de camundongos Tga20. 
Timócitos provenientes de camundongos selvagens (WT), nocautes para o gene 

Prnp (Prnp0/0) e super-expressando este gene (Tga20). (C) Perfis de citometria de 

fluxo mostrando a marcação para CD44/CD25 em células CD4-CD8- definidas como 

DN1 (CD44+CD25-), DN2 (CD44+CD25+), DN3 (CD44-CD25+) e DN4 (CD44-CD25+). 

Os percentuais de cada subpopulação estão mostrados no interior dos perfis de 

citometria de cada grupo. (D) Número absoluto de timócitos CD4-CD8- em cada 

estágio de diferenciação nos grupos analisados. Dados apresentados como média ± 

erro padrão, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos 

controle WT; + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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4.1.6. Expressão alterada de heterodímeros do receptor de células T em timócitos 

de camundongos Tga20  

Nosso próximo passo foi investigar se o bloqueio de diferenciação observado no 

timo do camundongo Tga20 poderia estar associado a um desvio de diferenciação 

de linfócitos T αβ para linfócitos T γδ, levando assim ao pequeno número de 

timócitos DP, e simples positivos CD4 e CD8. Dessa forma analisamos a expressão 

dessas moléculas em timócitos de camundongos do tipo selvagem, Prnp0/0 e Tga20.  

Uma análise mais detalhada sobre a expressão da cadeia β do TCR nas 

subpopulações de timócitos nos indica um retardo no amadurecimento de timócitos 

do camundongo Tga20. Verificamos que enquanto os animais nocautes e selvagens 

apresentam um perfil semelhante de expressão da molécula, nos camundongos 

Tga20 ocorre uma diminuição significativa do percentual de timócitos expressando 

TCRβ em diferentes densidades, quando comparados aos outros dois grupos. 

Quando avaliamos a cadeia β do TCR em baixas densidades (Figuras 4.7A e B), 

observamos no camundongo Tga20 diferenças entre as células DN,DP e SP CD4 . 

Já a análise dessa molécula em altas densidades (Figuras 4.7C e D) mostrou, como 

esperado, uma diminuição entre os timócitos SP CD4+CD8- e CD4-CD8+. Entretanto, 

observamos também uma diminuição no número de timócitos DN TCR βhi, indicando 

que essa subpopulação madura de timócitos αβ DN também é afetada pela 

expressão aumentada de PrPC.    

A expressão do TCR γδ foi analisada em todas as subpopulações de timócitos, 

apesar de sua maior ocorrência entre as células DN (Pardoll et al., 1988). Essa 

análise mostrou nos timócitos do camundongo Tga20, uma diminuição em números 

absolutos de células DP TCR γδ+ (Figura 4.7F), e também que apesar de haver 

aumento no percentual de timócitos expressando a molécula TCR γδ em todas as 
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subpopulações de timócitos, esse aumento não se traduzia em diferença 

significativa, em termos de números absolutos (Figuras 4.7E-F). Esses resultados 

indicam que não há um desvio de diferenciação para a população de células T 

TCRγδ+, mas sim um bloqueio na via de maturação da população de células T TCR 

αβ+.  
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Figura 4.7: Timócitos com perfil mais imaturo em camundongos Tga20. 
Expressão membranar de TCR β em baixa densidade (A e B) e alta densidade (C e 
D) na população total e nas subpopulações DN, DP, SP CD4 e CD8 de timócitos; 
são apresentados os números relativos (A e C) e absolutos (B e D). Também é 
mostrada expressão de TCR γδ em timócitos totais e subpopulações em números 
relativos (E) e absolutos (F). Dados apresentados como média ± erro padrão, com 3 
animais por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos do tipo selvagem, + 
p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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4.1.7. Aumento de morte celular em camundongos super-expressando PrPC 

O acúmulo de timócitos DN e a grande diminuição de timócitos DP e SP observados 

no camundongo Tga20 poderiam ser decorrentes de um aumento de morte celular 

nos estágios finais de DN ou mesmo a partir de DP. Sendo assim, avaliamos a 

marcação para anexina V em timócitos recém-isolados das três linhagens de 

camundongos estudadas. Nos timócitos dos camundongos Tga20 encontramos 

aumento de células anexina V positivas nas subpopulações DP e simples positivas 

CD4 e CD8, quando comparadas aos timócitos WT (Figura 4.8A). Como não 

observamos aumento de células mortas entre os timócitos DN, avaliamos tal 

subpopulação de forma mais aprofundada, utilizando os marcadores CD44 e CD25 

(Figura 4.8B). No entanto, os percentuais de marcação para anexina V nos estágios 

DN foram semelhantes entre as três linhagens, indicando assim que a deficiência no 

processo de maturação de timócitos do Tga20 deve-se, pelo menos em parte, ao 

aumento de morte observado nas subpopulações DP e SP CD4 e CD8., Nos 

camundongos Prnp0/0 não verificamos nenhuma alteração nas proporções de células 

anexina V positivas em nenhuma das subpopulações de timócitos analisadas. 
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Figure 4.8: Suscetibilidade a morte em timócitos com diferentes níveis de 
expressão de PrPC. Timócitos obtidos dos camundongos WT, Prnp0/0 e Tga20 

foram analisados por citometria de fluxo quanto à marcação com anexina V nas 

subpopulações de timócitos definidos por CD4/CD8 (A) e entre as células DN 

definidas pela expressão de CD44/CD25 (B). Dados apresentados como média ± 

erro padrão, com 6 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos do 

tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 

 

4.1.8. Alteração nas subpopulações de linfócitos T nos órgãos linfóides periféricos 

de camundongos Tga20  

Tendo em vista a menor produção de timócitos pelos camundongos Tga20, 

analisamos órgãos linfóides periféricos do sistema imune desses animais e dos 

animais nocautes e controles, mais especificamente linfonodos subcutâneos, 

linfonodos mesentéricos e baço.  

A análise dos linfonodos subcutâneos mostrou nos camundongos Tga20 um 

decréscimo no número total de linfócitos (Figura 4.9A), com uma acentuada 

diminuição de linfócitos T CD3+, e também de linfócitos B CD19+ (Figura 4.9B). 

Encontramos nos linfonodos subcutâneos do camundongo Tga20 uma diminuição 

de células TCRβ+ na subpopulação CD4-CD8-, assim como nas subpopulações 
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CD4+CD8- e CD4-CD8+, caracterizando uma diminuição em toda população de 

células T αβ. Por outro lado, observamos aumento de células TCRγδ+CD4-CD8- e 

TCRγδ+CD4-CD8+ nestes animais, quando comparados aos camundongos controle. 

Nos linfonodos subcutâneos dos camundongos Prnp0/0 não observamos alterações 

em relação aos controles WT.  

Nos linfonodos mesentéricos das três linhagens de camundongos analisadas 

também encontramos nos camundongos Tga20 um menor número de linfócitos T, 

no entanto, esses órgãos apresentam algumas diferenças em relação aos linfonodos 

subcutâneos. Primeiramente, como pode ser observado na Figura 4.10A não 

existem diferenças significativas no número total de linfócitos encontrados nos 

linfonodos mesentéricos dos camundongos WT, Prnp0/0 e Tga20. No entanto, 

podemos observar uma tendência de aumento de linfócitos B CD19+ nos Tga20, e 

assim como nos linfonodos subcutâneos, uma redução no número de linfócitos T 

CD3+ no camundongo Tga20 (Figura 4.10B). Analisando as subpopulações de 

linfócitos T, quanto à expressão das moléculas CD4 e CD8, encontramos novamente 

um menor número de linfócitos T αβ CD4-CD8-, CD4+CD8- e CD4-CD8+ (Figura 

4.10C), assim como aumento de células CD4-CD8- expressando TCRγδ (Figura 

4.10D).  
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Figura 4.9: Menor número de linfócitos T nos linfonodos subcutâneos de 

camundongos Tga20. (A) Contagem de linfócitos totais nos linfonodos subcutâneos 

de camundongos WT, Prnp0/0 e Tga20. (B) Números absolutos de linfócitos T CD3+ e 

B CD19+. Também são mostrados números absolutos de linfócitos TCRβ+ (C) e 

TCRγδ+ (D) analisados quanto a expressão das moléculas CD4 e CD8. Dados 

apresentados como média ± erro padrão, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em 

relação aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo 

Prnp0/0 
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Figura 4.10: Menor número de linfócitos T nos linfonodos mesentéricos de 
camundongos Tga20. (A) Contagem de linfócitos totais nos linfonodos subcutâneos 

de camundongos WT, Prnp0/0 e Tga20. (B) Números absolutos de linfócitos T CD3+ 

e B CD19+. Também são mostrados números absolutos de linfócitos TCRβ+ (C) e 

TCRγδ+ (D) analisados quanto a expressão das moléculas CD4 e CD8. Dados 

apresentados como média ± erro padrão, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em 

relação aos camundongos controle WT, + p<0,05 em relação ao camundongo 

Prnp0/0. 

 

Já no baço, não observamos nenhuma diferença no número absoluto de 

esplenócitos (Figura 4.11A), e a análise das moléculas CD3 e CD19 não indica 

diferenças entre os camundongos analisados (Figura 4.11B). Tais diferenças foram 

apenas evidenciadas através da análise das subpopulações de linfócitos T quanto à 

expressão de CD4 e CD8. De fato, observamos uma diminuição nas subpopulações 
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TCRβ+CD4+CD8- e TCRβ+CD4-CD8+ no baço dos camundongos Tga20, e um 

aumento de linfócitos T γδ (Figuras 4.11C-D)). 

Cumpre salientar que a diminuição de linfócitos T αβ, observada no camundongo 

Tga20 em relação aos camundongos WT e Prnp0/0, é mais evidente nos linfonodos 

subcutâneos, do que nos linfonodos mesentéricos e no baço, assim como o 

aumento de linfócitos Tγδ é maior nesses dois últimos.  
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Figura 4.11: Menor número de linfócitos T nos baços de camundongos Tga20. 

(A) Contagem de linfócitos totais nos baços de camundongos WT, Prnp0/0 e Tga20. 

(B) Números absolutos de linfócitos T CD3+ e B CD19+. Também são mostrados 

números absolutos de linfócitos TCRβ+ (C) e TCRγδ+ (D) analisados quanto a 

expressão das moléculas CD4 e CD8. Dados apresentados como média ± erro 

padrão, com 3 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos do tipo 

selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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4.2. Importância da proteína prion celular na resposta migratória de timócitos 

Neste segundo conjunto de resultados pretendemos avaliar uma possível 

participação de PrPc na migração de timócitos. Dessa forma apresentamos a seguir 

resultados cujos experimentos buscavam estabelecer uma correlação entre a 

expressão diferencial de PrPc, existentes nos modelos geneticamente modificados 

estudados por nós, e a migração de linfócitos em diferentes estágios de maturação, 

em resposta a diferentes estímulos direcionadores do processo migratório. 

 

4.2.1. Defeito na migração induzida por moléculas de matriz extracelular e CXCL12 

em timócitos de camundongos com diferentes níveis de expressão de PrPc  

O processo de diferenciação de timócitos é dependente da interação dessas células, 

com diferentes nichos do microambiente tímico. Para que tal interação ocorra, é 

essencial a migração dos timócitos, interagindo com células que formam o 

arcabouço tímico e com moléculas produzidas por essas células, como as moléculas 

de matriz extracelular. Nesse contexto, além de defeitos relacionados aos processos 

de diferenciação propriamente ditos, os timócitos do camundongo Tga20 também 

poderiam apresentar alterações em sua capacidade migratória, prejudicando assim 

seu processo de diferenciação. Uma indicação de que tal fenômeno esteja 

acontecendo é o menor número de linfócitos T encontrados nos órgãos linfóides 

secundários analisados. Analisamos assim a resposta migratória de timócitos dos 

camundongos com diferentes níveis de expressão de PrPC frente a moléculas de 

matriz extracelular, laminina e fibronectina, e frente à quimiocina CXCL12, as quais 

participam do processo migratório de timócitos no microambiente tímico.  

Utilizando laminina como estímulo haptotático de migração, observamos na 

população total de timócitos dos camundongos Prnp0/0 e Tga20 uma resposta 
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migratória reduzida, quando comparada aos camundongos WT (Figura 4.12A). 

Avaliando o percentual de células migrantes pertencentes a uma determinada 

subpopulação, definida pela expressão diferencial de CD4 e CD8, vimos uma 

diminuição significativa em todas as subpopulações de timócitos dos camundongos 

Prnp0/0 e Tga20 comparados aos camundongos controles (Figura 4.12B). 

Quando avaliamos a migração frente à fibronectina observamos que timócitos de 

camundongos Prnp0/0 apresentam uma resposta migratória reduzida quando 

comparados aos camundongos WT. Este resultado foi observado nos timócitos 

totais (Figura 4.13A), e no percentual de células DP e SP CD8 migrantes, além de 

uma tendência de diminuição nos timócitos SP CD4 (Figura 4.13B). Já no 

camundongo Tga20 não houve diferença entre os números de timócitos totais que 

migraram frente à fibronectina. Esse resultado reflete a resposta migratória de 

células DN do camundongo Tga20, semelhante à de camundongos controles. 

Nesses animais, apenas a subpopulação DP apresentou menor resposta migratória 

significativa em relação à mesma subpopulação do camundongo WT (Figura 4.13B).  
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Figura 4.12: Migração de timócitos com diferentes níveis de expressão de PrPC 
frente à laminina. Timócitos isolados de timos de camundongos WT, Prnp0/0 e 

Tga20 foram colocados sobre membranas de nitrocelulose com poros de 5 μm 

tratadas com laminina 10 μg/mL ou BSA na mesma concentração, após 4 horas os 

timócitos que migraram para o poço inferior foram recolhidos e contados em câmara 

de Neubauer. (A) Números de timócitos totais após subtração das células migradas 

em BSA. (B) Percentual de células migrantes realizado a partir da subtração das 

células migradas em BSA, nas subpopulações definidas pelas moléculas CD4/CD8. 

Dados apresentados como média ± erro padrão, com n=3. * p<0,05 em relação aos 

camundongos controle WT, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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Figura 4.13: Migração de timócitos com diferentes níveis de expressão de PrPC 
frente à fibronectina. Timócitos isolados de timos de camundongos WT, Prnp0/0 e 

Tga20 foram colocados sobre membranas de nitrocelulose com poros de 5 μm 

tratadas com fibronectina 10 μg/mL ou BSA na mesma concentração, após 4 horas 

os timócitos que migraram para o poço inferior foram recolhidos e contados em 

câmara de Neubauer. (A) Números de timócitos totais após subtração das células 

migradas em BSA. (B) Percentual de células migrantes nas subpopulações definidas 

pelas moléculas CD4/CD8 após subtração das células migradas em BSA. Dados 

apresentados como média ± erro padrão, com 3 a 4 animais por grupo. * p<0,05 em 

relação aos camundongos selvagens, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 

 

No microambiente tímico a quimiocina CXCL12 é encontrada principalmente na 

região subcapsular e na medula tímica, enquanto seu receptor CXCR4 é encontrado 

em todas as subpopulações de timócitos (Campbell et al., 1999). Sendo assim 

avaliamos a migração de timócitos das linhagens de camundongos estudadas 

também em relação à CXCL12, com o intuito de verificar se os defeitos de migração 

encontrados se estendem a estímulos quimiotáticos de migração. De fato, vimos que 

timócitos de camundongos Prnp0/0 apresentaram menor resposta migratória frente à 

CXCL12, quando comparados aos timócitos do camundongo controle (Figura 

4.14A), podendo ser observadas diferenças significativas em relação ao controle nas 



90 

 

 90

subpopulações DN e DP, e uma clara tendência de diminuição nas células SP CD4 

e CD8 (Figura 4.14B). Por outro lado, os camundongos Tga20 apresentaram 

aumento de migração em relação ao controle na população de timócitos totais 

(Figura 4.14A), enquanto que dentre as subpopulações, encontramos aumento no 

percentual de células migrantes em relação ao controle, apenas nas células SP CD8 

(Figura 4.14B). 

Esses dados mostram que o camundongo Prnp0/0 apesar de não apresentar defeitos 

na diferenciação de timócitos, possui respostas migratórias deficientes frente aos 

três estímulos utilizados. Por outro lado, o camundongo Tga20 apresenta diferentes 

respostas migratórias frente a estímulos diferentes, e que também variam quanto à 

subpopulação responsiva.  
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Figura 4.14: Migração de timócitos com diferentes níveis de expressão de PrPC frente 
a quimiocina CXCL12. (A) Migração de timócitos totais de camundongos WT, Prnp0/0 e 

Tga20 em direção a CXCL12 (100 ng/mL). (B) Percentual de células migrantes das 

subpopulações de timócitos definidas pela expressão das moléculas CD4/CD8 em direção a 

CXCL12. Resultados obtidos após subtração das células migradas em direção a CXCL12 

das células que migraram em direção ao meio em ausência de CXCL12. Dados 

apresentados como média ± erro padrão, com 3 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos 

camundongos controle WT, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0.  
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4.2.2. Expressão de receptores de moléculas de matriz extracelular e de CXCL12 

em timócitos expressando níveis variáveis da proteína prion celular  

Como observamos respostas migratórias alteradas nos camundongos com 

diferentes níveis de expressão de PrPC frente às moléculas de matriz extracelular 

laminina e fibronectina, e à quimiocina CXCL12, avaliamos se a expressão dos 

receptores de tais moléculas poderia estar alterada nestes camundongos. 

Inicialmente analisamos a expressão de CD49f (a cadeia α6 do receptor de laminina 

VLA-6). Nos camundongos Tga20 verificamos uma pequena diminuição no 

percentual de timócitos expressando CD49f (Figura 4.15B). Nas diferentes 

subpopulações definidas por CD4 e CD8, observamos uma pequena, mas 

significativa diminuição nos timócitos DP e SP CD4+CD8- (Figura 4.15B).  
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Figura 4.15: Expressão do receptor de laminina em timócitos. Os histogramas em A 

mostram a expressão da cadeia α6 (CD49f) do receptor de laminina VLA-6 na população 

total de timócitos nos camundongos WT (curva em preto), Prnp0/0 (curva em azul) e Tga20 

(curva em vermelho). Marcação específica observada a partir da linha tracejada. Também é 

mostrada a expressão da cadeia α6 na população total de timócitos e nas subpopulações 

em números relativos (B). Dados apresentados como média ± erro padrão, N-3 por grupo. * 

p<0,05 em relação aos camundongos controle WT, + p<0,05 em relação ao camundongo 

Prnp0/0. 
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Também avaliamos a expressão das cadeias α4 (CD49d) e α5 (CD49e), 

componentes das integrinas VLA-4 e VLA-5, respectivamente, as quais são 

receptores de fibronectina. Verificamos, quanto à expressão de CD49d, pequenas 

alterações no percentual de timócitos positivos nos camundongos Tga20 em relação 

aos controles. Por outro lado, nesses mesmos animais, observamos nos timócitos 

DN um pequeno, mas significativo aumento em relação aos camundongos controles, 

e uma diminuição significativa nas células SP CD4-CD8+ (Figura 4.16B). Quanto à 

expressão da cadeia CD49e, verificamos diminuição no percentual de timócitos SP 

CD4 e CD8 do camundongo Tga20 em relação aos controles (Figuras 4.17A e 

4.17B). Nos animais Prnp0/0 nenhuma alteração na expressão das cadeias α das 

integrinas estudadas foi observada em relação aos camundongos controles. 
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Figura 4.16: Expressão da cadeia α4 receptor de fibronectina VLA-4 em timócitos. Os 

histogramas em A mostram a expressão da cadeia α4 (CD49d) do receptor de fibronectina 

VLA-4 na população total de timócitos nos camundongo WT (curva em preto), Prnp0/0 (curva 

em azul) e Tga20 (curva em vermelho). Marcação específica observada a partir da linha 

tracejada. (B) Expressão da cadeia α4 na população total de timócitos e nas 

subpopulações em números relativos. Dados apresentados como média ± erro padrão, N=3 

por grupo. * p<0,05 em relação aos camundongos WT, + p<0,05 em relação ao 

camundongo Prnp0/0.  
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Quanto à expressão de CXCR4, receptor de CXCL12, encontramos uma diminuição 

significativa entre os timócitos DN e SP CD8 dos camundongos Tga20, e uma 

diminuição nas células SP CD4 do camundongo Prnp0/0 (Figura 4.18).  

Apesar das pequenas flutuações nos percentuais de timócitos do camundongo 

Tga20 expressando as cadeias α das integrinas avaliadas, as mesmas não refletem 

as respostas migratórias destes timócitos, o que poderia estar relacionado a um 

estado de ativação modificado nos timócitos deste camundongo. O mesmo pode ser 

considerado em relação ao camundongo Prnp0/0, que, apesar de apresentar 

resposta migratória diminuída frente a laminina e fibronectina (quando comparados 

aos animais controles), não apresenta alterações na expressão dos receptores 

destas moléculas em timócitos. 
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Figura 4.17: Expressão da cadeia α5 do receptor de fibronectina VLA-5 em timócitos. 

Os histogramas em A mostram a expressão da cadeia α5 (CD49e) na população total de 

timócitos nos camundongo WT (curva em preto), Prnp0/0 (curva em azul) e Tga20 (curva em 

vermelho). Marcação específica observada a partir da linha tracejada. (B) Expressão da 

cadeia α5 na população total de timócitos e nas subpopulações em números relativos. 

Dados apresentados como média ± erro padrão, N=3 por grupo. * p<0,05 em relação aos 

camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 
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Figura 4.18. Expressão do receptor CXCR4 em timócitos. Os histogramas em A mostram 

a expressão do receptor de CXCL12, CXCR4 na população total de timócitos nos 

camundongo WT (curva em preto), Prnp0/0 (curva em azul) e Tga20 (curva em vermelho). 

Marcação específica observada a partir da linha tracejada. (B) Percentual de células 

expressando CXCR-4 na população total de timócitos e nas subpopulações. Dados 

apresentados como média ± erro padrão, com 4 a 5 animais por grupo. * p<0,05 em relação 

aos camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 

 

4.2.3. Expressão aumentada de moléculas de matriz extracelular e CXCL12 no timo 

de camundongos super-expressando PrPc  

Em função do defeito de diferenciação nos timos de camundongos super-

expressando PrPc, além das alterações nas respostas migratórias de timócitos que 

não expressam tal molécula, ou que a super-expressam, julgamos também 

pertinente avaliar no timo dos animais estudados a expressão das moléculas 

utilizadas no ensaios de migração in vitro, as quais poderiam in vivo, alterar 

respostas migratórias e influenciar a diferenciação de timócitos.  

Verificamos que os timos de camundongos Tga20 apresentam aumento da 

expressão de laminina em toda extensão do órgão, quando comparados aos timos 

de camundongos controles e nocautes (Figuras 4.19A e B). Por outro lado, os timos 

de animais Prnp0/0 apresentaram apenas um discreto aumento de expressão de 
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laminina na região cortical, quando comparados aos timos de animais controle, o 

que não reflete um aumento significativo na expressão desta molécula (Figuras 

4.19A e B). Vimos ainda um aumento de fibronectina no timo do Tga20, tanto na 

região cortical quanto na medular. Já no camundongo Prnp0/0, não 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 

relação aos controles, e nenhuma alteração no timo do camundongo Prnp0/0 (Figuras 

4.19A e B). 
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Figura 4.19. Aumento de ligantes de matriz extracelular e de CXCL12 no 
microambiente tímico do camundongo Tga20.  (A) Expressão 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, Prnp0/0 e Tga20. Os insertos representam o 

controle de Ig não relacionada. (B) Quantificação da deposição 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 
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apresentados como média ± erro padrão, com 3 animais por grupo. * p<0,05 em relação aos 

camundongos do tipo selvagem, + p<0,05 em relação ao camundongo Prnp0/0. 

 

4.2.4. PrPc como molécula quimioatraente para timócitos 

No presente trabalho, utilizamos camundongos geneticamente modificados para 

estudar um possível papel de PrPC na fisiologia do timo. No entanto, utilizamos 

também a molécula PrPC solúvel como estímulo quimiotático para avaliar se esta 

molécula pode estar diretamente envolvida na migração de timócitos. Inicialmente, 

realizamos ensaios de migração utilizando diferentes doses de PrPC na câmara 

inferior do inserto de transwell. Na Figura 4.20A são mostrados dois experimentos, 

onde podemos observar que a resposta migratória de timócitos obtidos de 

camundongos normais aumenta quando estimulados com doses crescentes de 

PrPC, até a concentração de 200 ng/mL. Entretanto, em concentração de PrPC 5 

vezes maior (isto é, 1000 ng/mL) o número de células que migraram era menor, 

indicando uma possível saturação de receptores. Na Figura 4.20B, através do 

percentual de células migrantes nas subpopulações de timócitos migrando em 

direção a PrPC a 200 ng/mL, podemos ver que todas as subpopulações migram em 

resposta a PrPC, com as células SP CD4 e CD8 apresentando maior responsividade.  
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Figura 4.20: PrPC como molécula quimioatraente. (A) Dois ensaios independentes cada 

um feito com pool de timos de 3 animais, referentes a migração de  timócitos totais de 

camundongos WT, em direção a diferentes  concentrações de PrPC na câmara inferiror. (B) 

Percentual de células migrantes das subpopulações de timócitos definidas pela expressão 

das moléculas CD4/CD8 em direção a diferentes concentrações de PrPC. Dados de 2 

ensaios independentes, com n=2. Todos os resultados obtidos após subtração das células 

migradas em direção ao meio em ausência de PrPC.  
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6. Discussão 

Diversos trabalhos têm sugerido a participação da proteína prion celular na ativação 

de linfócitos T maduros, muito embora ainda existam controvérsias quanto aos 

eventos controlados por PrPC (ver revisão Isaac et al, 2006). A demonstração 

recente de que animais Prnp0/0 apresentam maior susceptibilidade à encefalomielite 

autoimune experimental (Tsutsui et al, 2008; Ingram et al, 2009), além de uma 

resposta alterada na infecção pela bactéria Streptococcus pyogenes (Ingram et al, 

2009) indicam fortemente sua importância na fisiologia do sistema imune. O possível 

envolvimento de PrPC na apresentação antigênica, sendo expresso em linfócitos T e 

células dendríticas (Ballerini et al, 2006), sugere ainda uma participação na interação 

entre timócitos e células do microambiene tímico, essenciais no desenvolvimento de 

linfócitos T. A expressão de PrPC na superfície de timócitos (Liu et al, 2001; Jouvin-

Marche et al, 2006) e em células do microambiente tímico, como TECs (Ford et al, 

2002) e células dendríticas (Martinez del Hoyo et al, 2006), fortalece esta hipótese. 

Por outro lado, PrPC também é encontrada no meio extracelular, na forma solúvel 

(Parizek et al, 2001; Harris et al, 1993) e associada a vesículas exossômicas 

(derivadas da via exocítica) ou em microvesículas de membrana (Liu et al, 2002; 

Porto-Carreiro et al, 2005; Mattei et al, 2009). Assim, PrPC poderia estar envolvida 

na interação célula-célula ou na ativação de receptores expressos na superfície 

celular dos timócitos ou de células do microambiente.  

Embora muitos ligantes já tenham sido descritos para PrPC, ainda não se sabe se 

existe um ligante principal, ou se suas funções dependeriam de sua interação com 

diferentes parceiros. Nesse sentido, foi sugerido que PrPC poderia atuar como uma 

plataforma que serveria de base para a interação de várias proteínas, que se 
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ligariam diretamente à própria PrPC ou a moléculas associadas, formando um 

complexo multiprotéico. As interações celulares dependentes de PrPC dependeriam 

do nível de expressão da molécula e de seus ligantes e das características do 

microambiente extracelular. Dessa forma as vias de sinalização deflagradas 

dependeriam das interações possíveis em determinada célula. Este tipo de 

complexo multimolecular poderia explicar os diferentes processos biológicos onde a 

participação de PrPC já foi descrita (Linden et al, 2008).  

Entre os vários ligantes de PrPC já evidenciados, alguns são 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 PrPC, cuja expressão no timo já foi observada em nosso 

Laboratório, mas que ainda não foi descrita na literatura, é a molécula STI-1. 

Detectamos sua expressão em linhagens de células epiteliais tímicas, e in situ no 

próprio órgão, sendo observada marcação em regiões de córtex e medula (dados 

não mostrados).  

Outra forma de interação mediada por PrPC, seria por ligações homofílicas entre 

monômeros de PrPC. Baseado em dados obtidos por ressonância magnética nuclear 

sobre a estrutura de PrPC, e em resultados sobre a função do domínio hidrofóbico 

(HD) da molécula (ver Figura 1.1), foram construídos modelos de dímeros de PrPC 

presentes na superfície celular (Rambold et al, 2008). São sugeridas duas formas de 

interação entre os monômeros: na primeira, ambos estariam presentes na 

membrana celular da mesma célula; na segunda, os monômeros estariam presentes 

em células adjacentes (Figura 6,1). Dímeros de PrPC já haviam sido sugeridos 

anteriomente (Priola et al, 1995; Meyer et al, 2000), com o domínio HD como um 

possível sítio de dimerização (Warwicker, 2000). A interação homofílica entre 
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moléculas de PrPC foi sugerida no endotélio cerebral, favorecendo o contato célula-

célula e participando da migração transendotelial de células circulantes, como 

monócitos (Viegas et al, 2006). 

 

  

 

Figura 6.1. Modelo estrutural de um dímero de PrPC. (A) Os dois monômeros 

ligados, ambos na mesma célula. (B) Dímero em conformação trans: monômeros 

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

 

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

 

Expressão de PrPC no timo 

Nesse trabalho, buscamos identificar um possível papel funcional de PrPC no 

desenvolvimento de linfócitos T. Para tal, utilizamos como ferramentas 

camundongos com variação na expressão de PrPC. Com essa abordagem genética, 

procuramos avaliar, o processo de maturação intratímica de linfócitos T e a atividade 

migratória dos timócitos. 

A expressão de PrPC em timócitos e em células do microambiente tímico é um 

importante dado na condução deste trabalho. Nesse sentido, confirmamos 
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inicialmente a ausência de expressão de PrPC nos camundongos nocautes e a maior 

expressão de PrPC nos timócitos dos camundongos Tga20. Em trabalhos anteriores, 

a expressão em células do epitélio foi sugerida por marcação in situ de células com 

aspecto epitelial (Ford et al, 2002), principalmente na medula e, em menor extensão, 

no córtex. Também in situ, foi observada expressão de GFP dirigida pelo promotor 

de PrPC em TECs medulares (Lemaire-Vieille et al, 2000). Em nosso trabalho, 

detectamos a expressão de PrPC em linhagens de TECs com características 

fenotípicas de córtex e também em linhagens com características fenotípicas de 

medula tímica. Esse dado sugere que células localizadas em diferentes regiões, 

poderiam utilizar PrPC como via de interação com timócitos, influenciando assim, 

eventos que ocorrem em diferentes regiões do timo, como os processos de seleção 

β, seleção positiva e negativa, além da migração dos timócitos nas diferentes 

regiões dos lóbulos tímicos.    

Além disso, nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar a expressão de PrPC em 

células do endotélio tímico, através da análise da linhagem endotelial tímica tEnd.1 

(Terra-Granado et al, 2007). Esse dado nos leva a pensar em uma participação nos 

processos de entrada de precursores e/ou saída de timócitos do órgão. Dados 

mostrando que PrPC está envolvida na migração transendotelial de monócitos 

fortalecem tal hipótese (Viegas et al, 2006). A expressão de PrPC foi observada em 

regiões de contato entre células endoteliais adjacentes do cérebro de camundongos 

WT. No entanto, em culturas mistas com células endoteliais obtidas de 

camundongos WT e Prnp0/0, a expressão de PrPC na região de contato só é 

observada entre células WT, não entre células WT e Prnp0/0. Esse dado sugere a 

existência de interações homofílicas entre monômeros de PrPC localizados na região 

de contato entre células adjacentes. Além disso, o bloqueio da migração 
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transendotelial de monócitos por anticorpos anti-PrPC indica a participação dessa 

molécula na passagem de células circulantes pela barreira hemato-encefálica 

(Viegas et al, 2006). 

 

PrPC na diferenciação intratímica de linfócitos T 

As análises morfológicas e das subpopulações de timócitos das linhagens de 

camundongos estudadas nos mostraram que os camundongos Tga20, com super-

expressão de PrPC, apresentam uma intensa hipoplasia tímica. Esta é caracterizada 

por um bloqueio parcial de diferenciação, com acúmulo de células no estágio DN3 e 

redução nas subpopulações subseqüentes.  

Dessa forma, realizamos uma análise do perfil dos timócitos DN do camundongo 

Tg20, objetivando uma melhor compreensão sobre o que ocorre na transição de DN 

para DP. A análise dos estágios de diferenciação na subpopulação DN sugere que 

as alterações no timo de camundongos Tga20 possam estar ocorrendo desde os 

estágios iniciais de diferenciação, pois o número absoluto de células em DN1 e DN2 

é significativamente menor do que nos animais controles. Essa alteração pode estar 

relacionada a defeitos na entrada de precursores da medula óssea no timo ou 

mesmo na produção desses precursores. Em DN3, apesar do aumento percentual, 

não há alteração do número absoluto de células em relação ao controle. A alteração 

principal se deve ao menor número de células no estágio DN4 ou pré-DP. 

Fisiologicamente, em DN4 ocorre uma intensa proliferação de timócitos que 

passaram pela chamada seleção β em DN3. Quando esta proliferação é deficiente, 

observa-se acúmulo em DN3 à semelhança do que observamos no Tga20.  

Já foi demonstrado que várias moléculas estão envolvidas na regulação da 

diferenciação de DN1 para DN2, como Notch1 e WNT (revisado em Rezzani et al, 



104 

 

 104

2008), assim como a molécula de sinalização intercelular Sonic Hedgehog (Shh), a 

qual atua durante o desenvolvimento regulando a organogênese. Em camundongos 

deficientes para a molécula Shh, foi observado um bloqueio na transição entre DN1 

e DN2, além de um segundo defeito na transição para DP, com aumento de morte 

celular em DN4. Esses dados indicam que esta molécula gere sinais necessários 

para a transição de DN1 para DN2 e esteja envolvida na produção de células 

CD4+CD8+ (Shah et al. 2004). De forma semelhante, PrPC poderia atuar em 

momentos diferentes da diferenciação de timócitos, uma vez que nos camundongos 

que super-expressam essa molécula, observamos diminuição nos estágios DN1 e 

DN2, e também uma diminuição em DN4.  

Em camundongos deficientes para as enzimas RAG-1 (do Inglês recombination 

activating genes 1) e RAG-2 (Mombaerts et al, 1992; Shinkai et al, 1992) -- que 

controlam o rearranjo gênico nos seguimentos V, D e J das cadeias do TCR --, e em 

camundongos com deficiência em quaisquer dos componentes do complexo pré-

TCR (Fehling et al, 1995; Malissen et al, 1993; Mombaerts et al, 1992), há um 

severo bloqueio no desenvolvimento de linfócitos T no estágio DN3. Tal bloqueio se 

deve ao evento de seleção β, onde timócitos imaturos expressando uma cadeia β do 

TCR funcional, a qual se associa com uma cadeia invariante substituta pré-TCRα 

(pTα) e cadeias da molécula sinalizadora CD3 (formando o complexo pré-TCR) são 

selecionados para prosseguir a diferenciação na linhagem de timócitos expressando 

TCR αβ. A sinalização pelo complexo pré-TCR está relacionada classicamente a 

múltiplas respostas celulares que incluem sobrevivência, intensa proliferação (6 a 8 

ciclos), parada na recombinação do locus TCRβ, diferenciação em DP e início do 

rearranjo do locus TCRα (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 acúmulo de células em DN3, com diminuição em DN4, 

além de não haver aumento de morte celular entre as células DN, indicando assim, 

que a diminuição do número de células em DN4, e conseqüentemente, nas 

subpopulações subqüentes, ocorra devido a uma menor proliferação nesse estágio. 

Adicionalmente, a análise da expressão da cadeia β do TCR, demonstra que 

timócitos do camundongo Tga20 expressam essa molécula em menor densidade do 

que os timócitos do camundongo controle, indicando um possível retardo de 

diferenciação nessas células. No curso da diferenciação, na transição entre DN e 

DP, timócitos diminuem a expressão de CD25 e aumentam CD5 (Bhandoola, et al, 

1999). A análise dessas moléculas no timo do camundongo Tga20  demonstrou a 

presença de CD25 em uma grande proporção de células DP, e ainda em timócitos 

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 níveis. A molécula CD69 também é 

utilizada como marcador na diferenciação de timócitos: sua expressão é observada 

após a seleção positiva em timócitos DP e em SP imaturos (Nakayama, et al, 2002). 

A análise de sua expressão no camundongo Tga20 revelou uma redução na 

expressão de CD69 em células SP CD4, sugerindo uma seleção positiva 

parcialmente prejudicada (Jouvin-Marche et al, 2006). Esses dados, juntamente com 

uma menor expressão do TCR, favorecem a possibilidade de também estar 

ocorrendo nos timócitos de animais Tga20 um defeito no processo de maturação.  

Nossos dados de marcação com anexina V revelaram aumento de morte celular nas 

subpopulações 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 à seleção β, os timócitos dos animais transgênicos para  PrPC 

podem também apresentar defeitos nas seleções positiva e/ou negativa que ocorrem 
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durante esses estágios de desenvolvimento, e que estão relacionados à sinalização 

deflagrada a partir da interação do TCRαβ com o complexo peptídeo-MHC (pMHC). 

Nos camundongos Tga20, a super-expressão de PrPC poderia interferir na 

sinalização via TCR, como demonstrado para outras moléculas (Rowbotham et al, 

2007), alterando assim o processo de diferenciação de timócitos, em diferentes 

estágios. A possível interação de PrPC com moléculas do complexo TCR (Stuermer 

et al, 2004; Mattei et al, 2004; Paar et al, 2007) poderia alterar essa sinalização 

numa situação de desequilíbrio (super-expressão).  

Em outro modelo animal de super-expressão de PrPC, o camundongo Tga33, onde a 

molécula é superexpressa apenas em linfócitos T (devido ao direcionamento da 

expressão gênica pelo promotor da tirosina-quinase Lck), a diferenciação intratímica 

de linfócitos também foi avaliada (Jouvin-Marche et al, 2006). Apesar do defeito ser 

menos acentuado que em camundongos Tga20, os animais Tga33 apresentam 

hipoplasia tímica com números reduzidos de timócitos, aumento no percentual de 

timócitos DN e diminuição nos DP, o que reforça a interferência da super-expressão 

de PrPC nos processos de diferenciação de timócitos.  

As alterações encontradas na diferenciação intratímica vistas no camundongo Tga20 

nos levaram a analisar órgãos periféricos do sistema imune desses animais. Como 

esperado, encontramos diminuição na população de linfócitos T αβ e aumento na 

população T γδ do baço, linfonodos subcutâneos e linfonodos mesentéricos. No 

entanto, comparando os três compartimentos linfóides, pudemos observar, 

diferentes padrões na distribuição das populações linfóides. Nos linfonodos 

subcutâneos do Tga20 ocorre uma redução mais drástica nos linfócitos T αβ CD4 e 

CD8, que nos linfonodos mesentéricos e no baço.  
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Mais recentemente, foi mostrado que o baço de camundongos Tga20 apresenta 

menor número de linfócitos T αβ e um aumento nos linfócitos T γδ 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 PrPC, e camundongos resultantes do cruzamento entre 

camundongos Tga20 e Prnp0/0 (hemizigotos para o transgene Prnp), não 

apresentam as alterações encontradas no baço dos Tga20 homozigotos. Através da 

análise de cromossomas metafásicos foi observada em camundongos Tga20, uma 

hibridização para o gene Prnp na região central do cromossoma 17, onde são 

encontrados genes importantes no desenvolvimento de células T, como a cadeia 

pTα. Devido à menor expressão do RNA mensageiro desta molécula no timo de 

camundongos Tga20 e ao fenótipo semelhante observado nos camundongos 

nocautes para a cadeia pTα, os autores sugerem uma inserção do transgene Prnp 

na referida região. Como não há hibribização no cromossoma 2 (onde se localiza o 

gene Prnp) em camundongos Tga20, Tga19, nem nos WT, é sugerido que tenha 

ocorrido uma concatamerização de algumas ou das 60 cópias do transgene Prnp no 

cromossoma 17 dos animais Tga20, sendo assim possível sua localização (Zabel et 

al, 2009). No entanto, a observação da expressão da cadeia β do TCR em timócitos 

DN dos camundongos Tga20, sugere a expressão da cadeia pTα nesses animais. 

Adicionalmente, o aumento de morte celular encontrado nas subpopulações DP e 

SP, indica fortemente alterações em processos não relacionados à cadeia pTα, 

incluindo seleção positiva e seleção negativa. É importante ainda ressaltar que o 

camundongo Tga33 analisado anteriormente em outro trabalho, e que super-

expressa PrPC, também apresenta bloqueio parcial de diferenciação (Jouvin-Marche 

et al, 2006). Para um entendimento mais definitivo sobre esse aspecto, será 
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necessário um estudo genético mais detalhado sobre a localização exata da 

inserção do transgene, em paralelo à análise de expressão e funcionalidade da 

molécula pTα nos camundongos Tga20.  

 

Envolvimento de PrPC na migração de timócitos 

A segunda parte de nossos resultados diz respeito ao envolvimento da molécula 

PrPC na migração de timócitos. A interação desta molécula com laminina causou 

interesse sobre uma possível função de PrPC na migração linfocitária. 

Funcionalmente, a interação PrPC/laminina foi relacionada à adesão neuronal e 

crescimento de neuritos (Graner et al, 2002a; 2002b), além de consolidação de 

memória (Coitinho et al, 2006). Como já descrito na introdução dessa tese, a 

laminina exerce importante papel no desenvolvimento de linfócitos, sendo descrita a 

participação de diferentes isoformas na sobrevivência, diferenciação e migração de 

timócitos (Magner et al, 2000; Ocampo et al, 2008).  

Além da laminina, utilizamos como estímulos migratórios a molécula de ECM 

fibronectina a qual não interage com PrPC (Hajj et al, 2007), e a quimiocina CXCL12, 

o que nos permitiu realizar uma avaliação mais ampla das respostas migratórias de 

camundongos expressando diferentes níveis de PrPC.  

Nos camundongos Tga20 encontramos respostas migratórias distintas para os 

diferentes estímulos migratórios utilizados. Uma menor migração de todas as 

subpopulações do Tga20 frente à laminina, enquanto que frente a fibronectina 

apenas timócitos DP apresentaram menor migração significativa em relação à 

subpopulação equivalente nos camundongos controles. Por outro lado, no que 

concerne à migração induzida por CXCL12, observamos uma maior migração de 

timócitos CD8 SP, e uma tendência de aumento nas CD4 SP, em relação ao 
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controle. Esses dados, aliados à maior deposição das moléculas laminina, 

fibronectina e CXCL12 no timo do camundongo Tga20, sugerem que o resultado 

final da migração de timócitos neste animal resulte de um balanço entre diferentes 

estímulos, corroborando a hipótese que a migração de timócitos seja resultante de 

um sistema multivetorial de estímulos migratórios (Savino, 2007; Mendes-da-Cruz et 

al, 2008).  

No camundongo Prnp0/0 o perfil é bastante diferente, havendo de uma maneira geral 

uma menor resposta migratória das subpopulações de timócitos frente aos 

diferentes estímulos. Apesar de os timócitos desses animais não apresentarem 

alterações na expressão dos receptores das moléculas analisadas, deve-se 

considerar as modificações espaciais que podem ser sofridas por integrinas, 

alterando seu grau de ativação a partir de diferentes estímulos como quimiocinas 

(Sanz-Rodríguez et al, 2001; Kinashi, 2005) e ativação do complexo TCR (Gomez & 

Billadeau, 2008). Embora a diferenciação intratímica de linfócitos T nesses animais 

transcorra de forma aparentemente normal, os experimentos realizados ex vivo 

mostram claramente um defeito migratório nas células do camundongo Prnp0/0, que 

in vivo pode estar sendo compensado por outras moléculas.  

Por fim, nossos dados indicando que a proteína prion celular exerce efeito 

quimiotático sobre timócitos fortalece a hipótese de sua participação na fisiologia do 

timo. Apesar de os dados aqui apresentados ainda serem iniciais, são bastante 

promissores, pois indicam claramente uma nova função de PrPC no sistema imune.  

A participação de PrPC na adesão celular foi demonstrada em diferentes estudos 

que sugerem o envolvimento de interações homofílicas entre moléculas de PrPC 

(Mange et al, 2002), além de interações com outras moléculas como laminina 

(Graner ET AL, 2000a, 2000b) e NCAM (Sunccione et al, 2005). Quanto à migração 
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leucocitária, existem dados referentes aos efeitos do peptídeo PrP 106-126, similar à 

seqüência de aminoácidos 105-125 da proteína PrPC de camundongos e ratos, e 

que induz morte celular em cultivos celulares de cérebro dissociado. Esse peptídeo 

induz alguns eventos envolvendo ativação de células do sistema imune, 

particularmente a indução de respostas quimiotáticas em células dendríticas 

imaturas (Kaneider et al, 2003), monócitos, neutrófilos e linfócitos (Diomede et al, 

1996).  

Nos estudos que revelaram a importância da interação entre PrPC e a molécula STI-

1 na proteção contra morte neuronal induzida, o peptídeo PrP 106-126 mostrou-se 

capaz de bloquear o efeito neuroprotetor do peptídeo  que mimetiza a região em 

STI-1 de interação com PrPC (denominado PrR). Tal bloqueio ocorre provavelmente 

devido à sobreposição da seqüência 106-126 no sítio de interação com STI-1 (ver 

Figura 1.1), impedindo assim a interação do peptídeo PrR com PrPC presente na 

membrana neuronal. Dessa forma, nos ensaios de migração leucocitária o peptídeo 

PrP 106-126 poderia estar mimetizando o papel exercido por PrPC, interagindo com 

ligantes presentes na superfície celular. A molécula STI-1 se encaixaria como um 

possível ligante. Para testar tal hipótese será necessária uma investigação sobre a 

expressão dessa molécula em células do sistema imune.  

Por fim, outro candidato interessante seria a própria molécula PrPC, já que a 

seqüência 106-126 também se sobrepõe à seqüência do domínio HD, sugerido 

como uma região de contato entre monômeros de PrPC (Rambold et al, 2008). A 

molécula PrPC recombinante utilizada em nossos ensaios de quimiotaxia poderia 

induzir a migração de timócitos através de interações homofílicas. Tais interações 

poderiam ter implicações funcionais no desenvolvimento de timócitos, assim como 

na fisiologia de células do microambiente tímico.  
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6- CONCLUSÕES 

Considerando os dados discutidos nesta tese de doutorado podemos concluir os 

seguintes pontos: 

 

 

 PrPC é expresso constitutivamente em timócitos e células do microambiente 

tímico.  

  Camundongos Tga20, com super-expressão de PrPC, apresentam hipoplasia 

tímica, com bloqueio parcial de diferenciação de timócitos, com acúmulo de células 

no estágio DN3.  

  Timócitos dos camundongos Tga20 são mais sensíveis à apoptose quando 

comparados a timócitos dos animais controles (o que explicaria em parte o pequeno 

número de timócitos no timo dos camundongos Tga20). 

  Os órgãos linfóides periféricos de camundongos com super-expressão de 

PrPC apresentam desequilíbrio nos números de linfócitos T expressando αβ e T γδ. 

  O desequilíbrio na expressão intratímica de PrPC correlaciona-se com 

alterações nas respostas migratórias frente a diferentes estímulos, incluindo pelo 

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

CXCL12.   

  A molécula PrPC parece apresentar efeito quimioatraente sobre timócitos. 

  Tomados em conjunto, os dados aqui apresentados mostram a participação 

de PrPC na fisiologia do timo. 
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ANEXO – Publicação sob a forma de artigo científico de parte dos dados presentes 

nesta tese.   
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