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Kinases”)
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DC Células dendriticas

DN Duplo-negativo, fenétipo CD4- CD8"

DP Duplo-positivo, fenotipo CD4* CD8*

EGF Fator de crescimento epidermal (do inglés, “Epidermal Growth Factor”)
FM Linfocito B folicular maduro

FMO Fluorescéncia menos um (do ingés, “Fluorescence Minus One”)
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MAPK Proteinas kinases ativadas por mitégeno (do inglés, “Mitogen-activated
protein kinases”)

MFI intensidade de fluorescéncia mediana (do inglés, “median fluorescence
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MHC Complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, major

histocompatibility complex”)

MIS Substéncias inibidoras Mullerianas (do inglés, “Mdllerian-inhibiting
substance”)
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MSV Moloney sarcoma virus

MTECs Células epiteliais timicas medulares

MZ Zona marginal

PCR Reacdo em cadeia da polimeraze (do inglés, “Polymerase chain
reaction”

PMC Cortex perimedular

RT-gPCR  PCR quantitativo por transcriptase reversa (do inglés “Reverse
transcriptase—quantitative PCR)

S1P1 Receptor de esfingosina-1-fosfato
SFB Soro fetal bovino
SGF Fator de crescimento de sarcoma (do inglés, “Sarcoma Growth Factor”)

SP CD4 Simples positiva, fenotipo CD4+ CD8"
SP CD8 Simples positiva, fenotipo CD4- CD8*

TCR Receptor de célula T (do inglés, “T cell receptor”)
TGF fator transformador do crescimento (do inglés, “Transforming Growth
Factor”)

TGFbr2 Receptor de TGF- do tipo Il (do inglés: Transforming Growth Factor
beta receptor 11”)
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Felipe Henrique da Cunha Xavier

Um controle refinado da proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular é critico para o
funcionamento apropriado de sistemas biolégicos complexos e diversos mecanismos
moleculares estdo envolvidos na sua regulacdo. Componentes da superfamilia de TGF-B se
destacam por acdo relevante em processos fisioldgicos e patologicos em diversos tecidos,
incluindo aqueles envolvidos na organizacdo e funcéo do sistema imunoldgico. Nesse contexto,
0 GDF11, um membro da superfamilia de TGF-B, pode desempenhar papéis relevantes sobre
as funcdes imunes. Embora as suas atividades ainda ndo tenham sido relacionadas a tal sistema,
0 GDF11 partilha receptores em comum com o TGF-f, que atua na diferenciagéo e controle da
ativacdo de células imunes. Além disso, 0 GDF11 se mostrou importante na diferenciacgéo,
proliferacdo e migracdo de alguns tipos celulares, como progenitores tronco-neurais e células
epiteliais sanguineas, além de regular a osteoblastogénese. Somado a isso, 0 baco e timo de
camundongos estdo entre os principais 6rgaos de expressdo génica de GDF11. Estudos de
mapeamento de expressdo génica em diversas subpopulacdes imunes, também demonstraram a
presenca de GDF11 nos timdcitos em diversos estagios de maturacdo. Esses dados nos levaram
a investigar a capacidade de tecidos linfoides e suas subpopulac6es celulares de responderem
ao GDF11, com enfoque para sua capacidade de regular a viabilidade celular em timdcitos. Para
isso, caracterizamos a distribuicdo de GDF11 e seus receptores no timo e no baco através de
imunofluorescéncia por microscopia confocal e imunofenotipagem por citometria de fluxo. A
identificacdo dos receptores ALK4/5/7 em diferentes populacBes celulares, como timdcitos,
macrofagos, neutrofilos e linfécitos T e B maduros, sugere que todas as células analisadas tém
capacidade de responder ao GDF11. Também observamos que GDF11 induziu a morte celular
de timocitos SP ndo estimulados em cultura. Porém, quando os timdécitos foram ativados com
anticorpo anti-CD3¢ na presenca de GDF11, ele protegeu os timécitos SP CD4 da morte celular.
Em conjunto, os nossos achados sugerem que o GDF11 atua no sistema imune e pode
influenciar o amadurecimento de linfocitos T.
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ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION

Felipe Henrique da Cunha Xavier

A proper function of complex biological systems depends on refined control of cellular
proliferation, migration and differentiation, and its regulation involves distinct molecular
mechanisms. Diverse components of TGF-B superfamily are well known to organize and
participate of immunological system function. In this context, a member of TGF-f superfamily,
GDF11, share common receptors with TGF-p which acts on differentiation and regulation of
immune cell activation. Besides, GDF11 is shown to have a crucial role on differentiation,
proliferation and migration of certain cell subtypes, as neural stem cell progenitors, blood
endothelial progenitor cells, and osteoblastogenesis regulation. In addition, spleen and thymus
are the main organs expressing the GDF11 gene in mice. Studies about genomic expression in
many immunological cell subpopulations also show the presence of GDF11 in maturation
stages of thymocytes. This data leads us to explore the capacity of lymphoid tissues and its cell
subpopulations in respond to GDF11 signaling, and also its capacity to regulate thymocytes
viability. To answer this, we characterize GDF11 and its receptors distribution in mice spleen
and thymus by confocal microscopy immunofluorescence and immunophenotyping by flow
cytometry. Identification of Ak4/5/7 receptors in different cellular populations as thymocytes,
macrophages, neutrophils and T/B lymphocytes, suggests that all analyzed cells have the
capacity to respond to GDF11. We also noticed that GDF11 induced cellular death of SP
thymocytes cultured in medium without activation. Although is also acted as a protector of cell
viability in CD3e activated thymocytes. Altogether, our data suggests that GDF11 have a
relation with immune system and has influence in T lymphocytes maturation.
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1. INTRODUCAO

A liberacéo de fatores soluveis é um dos principais métodos de comunicacgao entre
as células de um organismo. No que diz respeito ao sistema imunoldgico, as citocinas
e quimiocinas, além de fatores de crescimento e horménios, atuam desde o
amadurecimento de precursores linfoides e mieloides na medula Gssea até o
recrutamento de células para o sitio inflamatorio e estabelecimento da resposta imune
efetora. Dessa forma, os fatores solUveis sdo objetos de estudo nas mais distintas
abordagens, como infec¢cdes por patdogenos, autoimunidade, alergias, resposta a
transplantes e cancer, além de serem foco de estudos que visam desvendar novos
papéis no funcionamento homeostéatico do organismo e o funcionamento do sistema
imunologico (1). Um importante grupo de fatores sollveis, € a superfamilia do TGF-.
Essa superfamilia compreende moléculas chave, cruciais na manutencéo da vida do
organismo, promovendo um correto desenvolvimento embriondrio do sistema
esquelético, coracdo, pulmao e olhos. Possui também importante papel na regulacéo
do sistema imunoldgico, agindo como um importante regulador do sistema imune
adaptativo, evitando que este responda contra o préprio organismo. De forma geral,
as moléculas da superfamilia apresentam fung¢bes envolvendo a regulacdo de
diversos mecanismos celulares, tais como ativacdo, morte, diferenciacdo e
proliferacdo. Sendo assim, seu correto funcionamento é imprescindivel para a
homeostase do organismo, correta montagem da resposta imune efetora e posterior

recuperacédo do organismo (2,3).

1.1.Breve historico sobre a superfamilia de TGF-B

O conhecimento sobre os membros da superfamilia de TGF-[ (fator transformador
do crescimento - ) comecou a se formar principalmente apés 1978. Ao estudar como
virus eram capazes de induzir modificagdes tumorais, De Larco e Todaro purificaram
um polipeptideo secretado por fibroblastos transformados pelo virus de RNA Moloney
sarcoma virus (MSV) e denominaram esse fator de SGF (fator de crescimento de
sarcoma) (4). O SGF foi descrito na época como ligante do receptor de EGF (fator de
crescimento epidermal) por competicdo. Porém, supunha-se que se tornava diferente
do EGF apés a atuacdo viral, uma vez que era capaz de transformar os fibroblastos e
torna-los mais proliferativos. Dois grupos de pesquisa supuseram que haveria duas
moléculas diferentes, uma responsavel pela competicdo com o receptor de EGF e

outra pela atividade proliferativa, ambas identificadas como sendo TGFs e que mais
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tarde foram denominadas de TGF-q, ligante de EGFR, e TGF- (5-7). Nessa mesma
época ja havia sido observado que uma molécula proveniente de células BSC-1, que
mais tarde viria a ser identificada como TGF-f, assim como o TGF- proveniente de
plaquetas, possuiam ambos a capacidade de inibir o crescimento celular (8,9). Essa
caracteristica foi largamente comprovada nos anos seguintes e continua sendo uma
das principais caracteristicas pela qual o TGF-f3 é conhecido (7).

Ainda na década de 1980, com a necessidade de producdo e consequente
clonagem do TGF-B, foram identificados diferentes homodimeros do TGF-f,
denominados TGF-B1 e TGF-B2, e TGF-3, que sao codificados por diferentes genes,
além do heterodimero TGF-B1:TGF-p2 (10,11). Logo apds, partindo de projetos de
clonagem de cDNA (DNA complementar obtido a partir de RNA mensageiro),
diferentes laboratérios encontraram outras moléculas com sequéncias carboxi-
terminais homdélogas ao TGF-3 e que possuiam sete das suas ultimas nove cisteinas
conservadas, identificadas mais tarde como sendo um ponto estrutural importante
para essas moléculas (12,13). Finalmente, em 1988 foi isolada uma proteina de
inducéo Ossea, BMP (proteina morfogénica 6ssea), que também possuia sequéncia
similar ao TGF-B. Porém, essa proteina apresentou funcdes distintas, como por
exemplo a inducéo da diferenciacao celular. Isso promoveu a base para a descoberta
de novos BMPs (14).

Apbs os BMPs e com a sucesséo de descobertas de novas moléculas homologas
ao TGF-[3, definiu-se uma “superfamilia” para agrupar essas moléculas. Hoje sabe-se
gue 33 genes codificam precursores de proteinas relacionadas ao TGF-3, sendo o
namero total de homodimeros ou heterodimeros funcionais ainda desconhecido.
Essas moléculas podem realizar as mais diversas fun¢gdes no organismo, como
regulacdo do metabolismo, diferenciacdo e proliferacdo celular. Elas também agem
como importantes reguladores do processo de desenvolvimento embrionario. Além
dos TGF-Bs e dos BMPs, esse grupo inclui os GDFs (fatores de crescimento e
diferenciacgédo), activinas, inibinas, Nodal, MIS (substancias inibidoras Mullerianas),
AMH (hormoénios anti-Mdillerianos) e Lefty (7).

1.1.1. Vias de sinalizacéo da superfamilia do TGF-8
Os ligantes dessa superfamilia sdo produzidos como moléculas precursoras sao
capazes de formar homo ou heterodimeros. Elas precisam ter seu prodominio N-

terminal clivado, o que libera um peptideo latente associado (LAP) e a molécula ativa
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dimerizada. Esse dimero ativo entdo se liga a receptores transmembranares
serina/treonina quinases do tipo I, tais como ActRIIA (receptor de activina do tipo Il
A), ActRIIB (receptor de activina do tipo Il B), TGFBRII (receptor de TGF-B do tipo Il)
e BMPRII (receptor de BMP do tipo Il), que recrutardo receptores transmembranares
serinal/treonina quinases do tipo I, denominados de ALK (receptor de activina tipo
quinase), como por exemplo o ALK4 (também conhecido como ActRIA) e ALK5
(também conhecido como TGFBRI). Juntos, os receptores do tipo | e Il formam um
complexo capaz de fosforilar proteinas intracelulares, principalmente da familia Smad,
mas também podem fosforilar outras proteinas, como proteinas da classe MAPK
(proteinas quinases ativadas por mitdgeno) ERK, JNK, p38, PI3k quinases e PP2A
fosfatases. Ao ativarem a cascata de sinalizacao intracelular da familia SMAD, forma-
se um complexo transcricional contendo a proteina Smad4, que é capaz de se

deslocar para o nucleo e modular a transcrigdo génica (15-17).

1.2.GDF11, um dos membros da superfamilia do TGF-B.

Dentre as moléculas dessa superfamilia, o GDF11, também conhecido como
BMP11, se tornou foco de estudos e controvérsia na ultima década. Primeiramente,
ao redor dos anos 2000, o GDF11 foi identificado como um componente do
desenvolvimento neural embrionario (18) e caracterizado como fundamental na
padronizacdo axial anteroposterior (19-21), na transicdo tronco-cauda durante o
alongamento axial (22) e na formacéao renal de embriées de camundongo (23). Porém,
novos interesses de estudo sobre essa molécula emergiram no meio académico a
partir de 2013, apds um trabalho realizado por Loffredo et al. (24). Neste trabalho
buscava-se encontrar algum fator sanguineo que pudesse reverter a hipertrofia
cardiaca normal associada a idade. Para isso, foi realizado um experimento de
parabiose, em que a corrente sanguinea de um camundongo jovem foi ligada a
corrente sanguinea de um camundongo idoso durante quatro semanas. Apds esse
tempo, foi observado que a hipertrofia cardiaca dos camundongos idosos havia sido
revertida. Apos extensa analise para saber quais proteinas possuiam niveis diferentes
dependendo da idade, o GDF11 foi selecionado pelos autores, tendo sua eficacia
confirmada in vivo e in vitro. Também foram realizadas diversas analises de expressao
génica, em diversos 6rgaos, através da quantificacdo de RNA mensageiro por RT-
gPCR (PCR quantitativo por transcriptase reversa). Dentre os 0rgaos avaliados pelos
autores, 0s que possuiram expressao mais alta de GDF11 foram o baco, os olhos e o
timo (24).
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A proposta de colocar o GDF11 como um agente rejuvenescedor trouxe muita
controvérsia nos anos seguintes. Alguns trabalhos apoiaram esta hipotese,
confirmando-o como sendo um restaurador da integridade gendmica associado ao
envelhecimento de células satélites no musculo esquelético (25). Porém esses
trabalhos foram largamente criticados por grupos de pesquisa que chegaram a
resultados contrarios, tanto em relacdo ao papel restaurador muscular, quanto as
concentracdes relativas a idade (26—30). A controvérsia estabelecida ocorreu devido
a similaridade molecular de cerca de 90% entre GDF11 e GDF8 (também conhecido
como miostatina) e o reconhecimento cruzado de ambas as moléculas pelo anticorpo
utilizado (31-33). A controvérsia em relacdo as concentracdes relativas a idade so
seria resolvida mais tarde através da dosagem circulante de ambos por LC-MS/MS
(cromatografia liquida atrelada a espectrdbmetros de massas), que demonstrou que o
GDF8 diminui com a idade enquanto GDF11 continua constante, exceto em pacientes
em poés-operatdrio ou doencas cronicas, onde o GDF11 se mostrou aumentado (34).
Isso abriu uma nova porta para o GDF11 comecar a ser considerado um marcador de
risco em idosos (35).

Em relagdo a sua fungédo muscular, ainda ndo existe consenso, com resultados a
favor da sua funcdo rejuvenescedora cardiaca (36,37) e outros ndo (38,39).
Entretanto, o GDF11 se mostrou um importante regulador de outras funcdes celulares
em outros tecidos, como por exemplo na homeostase de formacéo éssea (40,41), na
vasculogénese cerebral, na neurogénese e na protecdo contra a doenca de Alzheimer
(42-45), na estimulac&o da angiogénese arterial pulmonar (46), na eritropoiese tardia
(47,48), na migracao e diferenciacdo de células progenitoras endoteliais sanguineas

(49) e na migracao e proliferacdo de células-tronco neurais (50).

1.2.1. Via de sinalizacdo do GDF11

Assim como outras moléculas da superfamilia do TGF-B, o GDF11 precisa estar
na forma de homodimero para se ligar aos receptores transmembranares
serina/treonina quinases do tipo Il e I, sequencialmente. Mais especificamente, ele se
liga aos receptores do tipo Il ActRIIA e ActRIIB (21) e recruta os receptores do tipo |
ALK4, ALK5 e ALK7 (19). Assim como o TGF-f3 e o GDF8, os receptores do tipo | séo
responsaveis por fosforilar duas proteinas intracelulares da familia Smad, Smad2 e
Smad3, que formam o complexo Smad2/3 fosforilado. Esse complexo ao se juntar
com Smad4, é capaz de translocar-se para o0 nucleo e agir como um fator de

transcri¢ao (51) (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Representacédo esquemética da via de sinalizacao de algumas moléculas da superfamilia
do TGF-B. GDF11 possui receptores em comum com Activina A e B, GDF8 e TGF-B e a formagao dos
tetrameros de receptores do tipo | e do tipo Il ativam a mesma cascata de sinalizagdo intracelular.
Figura adapta de WALKer, 2017 (51).

1.3.Regulacéo do sistema imune por membros da superfamilia do TGF-8

Desde sua identificacdo, o TGF-f ja apresentava efeitos distintos dependendo do
tipo celular e do contexto a qual ele estava inserido, como por exemplo sua
concentracdo, hora estimulando a proliferacdo de fibroblastos (4), hora inibindo o
crescimento celular (9). Dessa forma, o ponto chave para o estudo da funcéo do TGF-
B no organismo envolveu a geracdo de camundongos deficientes para TGF-3. Entre
os fenotipos mais evidentes, uma extensa inflamacdo multifocal e autoimunidade
levam esses animais a morte logo ap6s o nascimento, revelando um papel crucial do
TGF-B na homeostase do sistema imune (52,53). Com isso, outros estudos focaram
em desvendar o papel de outros membros dessa superfamilia no sistema imune,
assim como dos componentes a jusante da sua via de sinalizacdo. Dentre as
atividades observadas, por exemplo, a inibicdo de BMP2, BMP4 e BMP7 provoca a
reducdo no tamanho do timo (54), enquanto a inativacdo de BMP4 causa um atraso
na colonizacdo timica (55). A inibicdo condicional de ALK3 altera a proporcdo de
timécitos imaturos (56) e a delecdo condicional do tgfbrl revela, pela primeira vez, a
necessidade de TGF-B para a formacéo de linfocitos T reguladores (Treg) (57). A
delecéo condicional de Smad2 e Smad3 se mostrou como essencial para o

desenvolvimento de linfocitos Treg e Thl (58), a inativacdo do Actr2a e BMPr2
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ocasiona um aumento da hematopoiese esplénica (59) e a inativagao condicional de
TGFbr2 esta relacionada a alta responsividade de linfocitos B e deficiéncia de IgA (60)
e expansao de linfécitos T CD8 de memoria (61). Muitas outras funcdes foram ainda
descritas relacionadas as activinas A e B e suas fungcdes em macrofagos, células
dendriticas e células natural killer (NK), e foram extensamente revisadas por WanJun
Chen e Peter ten Dijke (2), o que nos confirma a participacdo dos membros da

superfamilia do TGF-B em diversas subpopulacdes celulares do sistema imune.

1.4.0 sistema imune

O sistema imune evoluiu sob a presséo da relagcado com trilhGes de microrganismos
constituintes da microbiota normal e, simultaneamente, frente ao desafio de prover ao
individuo um sistema de defesa a patdgenos e agentes infeciosos, além de iniciar o
processo de reparo e remodelamento necessario para restaurar e manter a
homeostase dos tecidos (62). Historicamente, sua funcao foi separada didaticamente
em dois tipos, a imunidade inata, responsavel por ser a primeira linha de defesa do
organismo, e a imunidade adaptativa, que funciona de forma mais refinada através da
geracdo de células contendo receptores e anticorpos especificos para diferentes
antigenos (63).

No desenvolvimento fetal, o sistema imune é originado a partir de células
progenitoras provenientes do saco vitelinico. Primeiramente, essas células colonizam
o figado fetal e em seguida colonizam o timo e o bago. A partir da 11* semana de
gestacao ja sdo encontradas células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea, que
serdo responsaveis pela producdo e reabastecimento de células do sistema imune
durante toda a vida do individuo (64). Em sua grande maioria, essas células
provenientes da medula éssea ja passam pelo estagio de amadurecimento nesse
tecido, enquanto linfocitos passardo por um estagio de maturacdo em Orgaos
especificos. Os linfécitos T amadurecem no timo, enquanto os linfécitos B tém seus
estagios de maturacdo na medula 6ssea, e o final do seu amadurecimento no baco.
Ambos, quando maduros, serdo responsaveis pela imunidade adaptativa, ou seja,

pela resposta imune antigeno-especifica e formacdo de memaria imunoldgica (65,66).

1.4.1. Timo e o desenvolvimento de linfocitos T
O timo de mamiferos esta localizado no térax, no mediastino superior, em frente

a traquéia, anteriormente aos grandes vasos que emergem do coracao. Consiste em
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dois lobos que surgem no embrido como primérdios separados de cada lado da linha
meédia, mas que mais tarde se tornam intimamente ligados por tecido conjuntivo. O
timo atinge o seu maior peso relativo no fim da vida fetal, porém seu peso absoluto
continua a aumentar, alcangando 30 a 40 g na época da puberdade. Ele entdo comeca
a involuir até que, no adulto, o 6rgdo seja, em grande parte, substituido por tecido
adiposo (67) (Figura 1.2).
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Figura ) 1: Representacdo anatdmica do timo no corpo humano. Obtido em:
https://www.samaelaunweor.org/nociones-fundamentales-de-endocrinologia-y-criminologia/la-
glandula-del-timo acessado em 04/09/2018.

Os lébulos sédo formados por quatro regides distintas: a zona subcapsular, o
cortex, a juncao cértico-medular e a medula, constituidos por timdcitos, as células T
em desenvolvimento, bem como também por células epiteliais timicas corticais
(CTECs), células epiteliais timicas medulares (MTECs), fibroblastos, células
dendriticas e macréfagos. A esse conjunto se da o nome de parénquima timico (68).
A regido cortical, mais externa, € densamente populada por timécitos imaturos,
enquanto a regido medular, mais interna, é o local para onde se direcionam 0s poucos
timocitos maduros que conseguiram sobreviver as etapas de maturagao (Figura 1.3).
Essas regides e as sub-regibes presentes no cortex ndo sao separadas
estruturalmente. Elas sdo definidas pelo alcance histolégico de cada progenitor
linfoide, ndo sendo assim bem delimitadas, sofrendo extensiva sobreposicéao (Figura
1.4). Os mecanismos de maturacado de timocitos ja foram estudados e revisados
extensivamente por diversos trabalhos (revisado por 53,57-59). Por essa razao, eles

serao apresentados de forma resumida a seguir.
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Figura 1: Corte histolégico do timo de camundongo corado pela técnica de hematoxilina-eosina.
Regides mais claras sdo a medula, enquanto as mais escuras compdem o cortex (72). Essa
compartimentalizacéo representa o substrato morfolégico das etapas de maturacéo de células T, com
células imaturas em altas taxas de proliferacdo no cértex e um ndmero bem menor de timdcitos
maduros que alcangam a medula apds sobreviverem as etapas seletivas.

Embora o timo continue a gerar linfécitos T no decorrer da vida, ele ndo possui
capacidade de gerar células precursoras por si mesmo, dependendo da colonizacao
por precursores linfoides provenientes da medula 6ssea (73). Esses progenitores
linfoides adentram o parénquima timico através do cortex perimedular (PMC), uma
regido bem vascularizada que se encontra proxima a jungdo cortico-medular
(exemplificada como Z-1 na figura 1.4) (74). Nessa regido 0s progenitores
multipotentes se expandem e sdo denominados de timdcitos duplo-negativos no
estagio 1 (DN1), devido a auséncia das moléculas de superficie CD4 e CDS8,
caracteristicas de linfécitos T maduros. Com isso, eles séo caracterizados
fenotipicamente como CD25CD44* (69). Na regido Z-2 (cértex interno) os timécitos
comecam o rearranjo do receptor de células T (TCR), do tipo yd, através da expressao
dos genes Ragl e Rag2, responsaveis pela recombinacdo génica que fara cada
linfécito possuir um TCR dnico. Nesse estagio, os timécitos sdo denominados DN2
CD25*CD44* (75). Continuando sua migracdo em direcdo a capsula, ao passar pelo
cortex externo (Z-3), os timécitos DN2 passam a DN3 (CD25*CD44"°%) ao se
comprometerem definitivamente com a linhagem T. Isso ocorre ao terminarem o

rearranjo da cadeia  do TCR, se separando entre timdcitos yd ou 3. Os timécitos DN3
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passam pela selecdo 3, em que precisam sinalizar corretamente através do pré-TCR,
qgue consiste no heterodimero formado pelo pré-Ta associado a cadeia B (76,77).
Passado esse estagio, a célula esta totalmente comprometida com a linhagem T,
passando pela regido subcapsular Z-4 amadurecida em DN4 (CD25CD44").
Enquanto essas células retornam em direcdo a medula, apos a sinalizacéo pelo
pré-TCR, ocorre uma extensa proliferacdo e também a regulacdo positiva da
expressdo de CD4 e CD8. Assim, nesse estagio elas comecam a serem chamadas
de timdcitos duplo-positivos (DP). As células DP continuam migrando, rearranjam a
cadeia a do TCR, formando um TCRaf pronto em Z-5, onde passaréo pelo estagio de
selecdo positiva. Nessa selecdo ocorre a apresentacdo de antigenos do proéprio
organismo pelas cTECs e pelas células dendriticas (DCs), através do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC | ou MHC II). Caso esse complexo MHC-
antigeno proprio ndo seja reconhecido pelo TCR da célula DP, a célula é descartada.
Caso o TCR tenha maior avidez pelo complexo com MHC |, essa célula perde a
expressao do CD4 e se torna uma célula CD8 simples-positiva (SP).; Caso a avidez
maior seja pelo complexo com MHC Il, ela perde a expressao do CD8, se tornando
uma CD4 SP (78). Os timécitos SP agora migram em direcdo a medula, passam por
uma regido rica em DCs em Z-6, e passam por outro estagio seletivo, a selecao
negativa. Essa selecao permite eliminar timécitos SP que possuem alta afinidade por
antigenos proprios, diminuindo a chance de gerar linfécitos que respondam contra o
préprio organismo (79). Essas células SP continuam as etapas de maturacdo e
selecdo negativa em contato com as mTECSs. Estas desempenham um papel central
na regulacdo do desenvolvimento final dos timécitos. Além de serem fonte de
quimiocinas, como a CCL21 e a XCL1, que promovem a migracdo de timdcitos SP
selecionados positivamente e DCs para a medula, as mTEC tém a propriedade de
expressar ectopicamente a maior parte de todos os auto-antigenos (Abramson &
Anderson, 2017). Essa expressao de grupos de antigenos de restricao tecidual (TRA,;
do inglés, tissue-restricted antigen) garante que a medula timica proveja interacdes
com afinidade muito alta entre os complexos peptideo-MHC e os TCRs dos timdcitos,
com consequente delecdo dessas células potencialmente autorreativas. As mTECs
facilitam ainda a apresentacdo cruzada desses antigenos TRA por DCs medulares
aumentando a eficiencia do processo de selecdo negativa dos timécitos. Cabe
salientar também que as mMTECs promovem a maturacdo de outras linhagens de
linfécitos T, como as células yd e as células INKT (células T natural killer invariantes

e, ao proporcionarem interagdes de média a alta afinidade dos complexos peptideo-
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MHC com os TCRs, levam a diferenciacdo de timocitos CD4 SP em células T
reguladoras (Treg) Foxp3* . Por fim, as subpopulacbes de timocitos SP selecionados
e diferenciados ganham a expressao do receptor de esfingosina-1-fosfato (S1P1) e
perdem a expressdao de CD69, o que faz com que essas células maduras se

direcionem a corrente sanguinea (65,69-71,80).

Figura 14: Sequéncia de desenvolvimento de linfécitos T nas sete sub-regides timicas. (a)
representacéo esquematica do padrao de distribuicdo de citoqueratina através de secc¢éo transversal
do timo, definindo o cértex (C) a medula (M) em de acordo com sua densidade. (b) sub-regiGes
enumeradas de Z-1 a Z-7. A linha diagonal separa as regifes mais externas, para onde as DN se
direcionam (esquerda superior), das regifes internas, para qual as células DP e SP se direcionam
(direita inferior). (c) Padrdo de movimentag&o dos timécitos (69).

1.4.1.a. Timdcitos e a superfamilia do TGF-8

Membros da superfamilia do TGF- possuem grande influéncia na diferenciagéo
de linfocitos T e na homeostase timica. Eles podem agir tanto de forma paracrina,
produzidos por células estromais e agindo no desenvolvimento dos timaocitos, quanto
de forma autdcrina, produzidos pelos proprios timécitos. Sabe-se ainda que alguns
desse fatores estdo presentes de forma sistémica, porém nao é possivel afirmar se

concentracgdes sistémicas sao capazes de exercer fungéo na timopoiese (15).

22



Pode-se observar a importancia dos membros dessa familia no desenvolvimento
de timaocitos, por exemplo, através da regulacédo da transicdo de DN1 para DN3 e de
DN para DP pela sinalizacdo por BMP2 e BMP4 via BMPRIA e BMPRIB (56,81,82).
Activina A e inibina A também sdo capazes de regular a transicdo em estagios
distintos. Mais especificamente, a activina A promove o acumulo de uma populacao
intermediaria CD8*CD24"TCRp'°, enquanto a inibina A promove a transi¢do de DN4
para DP (83). A inibicdo de TGFbrlll em cultura organotipica de timo fetal (FTOC; do
inglés, fetal thymus organ culture) atrasa a transicdo de DN para DP, além da
consequente diminuicdo de timdcitos (84). Além disso, os componentes intracelulares
de via de sinalizacdo, Smad2/3 e Smad4, também foram encontrados em timocitos
fetais e timécitos DN de adultos (85,86) e a inibicdo de Smadl, Smad5 e Smad8
também prejudicou a proliferacéo e a diferenciacdo de linfécitos T maduros (87).

Outro indicativo da influéncia dos membros dessa superfamilia em timécitos
ocorre ao estudar bases de dados de sequenciamento gendmico. Isso nos permite
observar a expressdo de RNA e consequentemente a capacidade de producdo que
diversas células possuem em relacdo a diversas moléculas, inclusive em resposta a

essa superfamilia (88) (Figura 1.5).
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Figura 1: Expresséo génica relativa, baseada em dados de transcriptoma, de diversos membros da
superfamilia do TGF-B nos diversos estagios de desenvolvimento dos timdcitos. Figura de Jurberg et.

al. (15).
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1.4.2. Baco

Localizado no lado esquerdo do abddémen, diretamente abaixo do diafragma e
conectado ao estbmago, o baco € largamente conhecido por sua capacidade de filtrar
o sangue (Figura 1.6). Responséavel por remover os eritrécitos alterados e restos
celulares, é ainda considerado um 6rgéo linfoide secundario do sistema imune, em
qgque a imunidade inata e adaptativa funcionam organizadas de modo singular.
Histologicamente, o baco pode ser divido em duas regides, a polpa branca e a polpa
vermelha, sendo a regido intermediéria a elas denominada de zona marginal (Figura
1.7) (revisado em 78). E interessante salientar também que o bago é ainda
responsavel pelo desenvolvimento final de precursores de linfocitos B proveniente da

medula éssea de camundongos (90).

BAGO

Artéria
esplénica

Estomago
§ |
py \3\ Veia
/(. Bago esplénica

Figura 1 Esquema ilustrativo da localizagdo anatdbmica do bago em humanos
https://static.tuasaude.com/media/article/df/he/baco_26140_|.jpg acessado em 08/09/2018.

Artéria aferente esplénica

Vénula coletora

Seio venoso

Capsula externa

Arteriola central
Foliculo Polpa
Zona de linfocitos T Branca

- \\{\\\
UNZ=7)

Figura 17: Representagdo esquematica da histologia do ba¢o. Em vermelho, o sangue arterial adentra
ao Orgéao se dirigindo primeiramente a polpa branca (em verde), delimitada pela zona marginal (roxo).
Em branco dentro na polpa branca temos os foliculos germinativos. O sangue apés passar pela polpa
branca, é filtrado pelos seios venosos da polpa vermelha (azul), seguindo para as vénulas coletoras e
posterior saida do 6rgédo. Adaptado de Mebius e Kraal (89).

Zona marginal
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A polpa vermelha consiste de um sistema sanguineo aberto, sem delimitacdo
endotelial. No seu lugar existem corddes de fibroblastos e fibras reticulares repletos
de macrofagos que direcionam o sangue ao seio venoso. O seio venoso é formado
por células endoteliais paralelas envolvidas por fibras, que possibilitam a formacao de
pequenas passagens entre as células endoteliais, por onde o sangue flui. Caso os
eritrocitos estejam velhos, sua membrana mais rigida ndo permite que eles passem,
sendo entdo fagocitados pelos macrofagos residentes ali presentes, responsaveis
também pela reciclagem do ferro desses eritrocitos (Figura 1.8) (89,91).

Eritrocito
Célula endotelial

Fibra anelar

Figura 18: Representacdo esquematica do seio venoso. Eritrécitos que possuem a membrana celular
mais rigida ficam retidos entre as células endoteliais. Adaptado de Mebius e Kraal (89).

A polpa branca é a regiéo linfoide pela qual ocorre a chegada do fluxo sanguineo

7

pelas arteriolas centrais. Ela é predominantemente constituida de linfécitos T e
linfécitos B, organizados em regides separadas, de forma similar aos linfonodos. Essa
organizacdo € mantida devido a producdo de quimiocinas produzidas por células
estromais, como CCL21, quimiotatica para linfécitos T e células dendriticas (92), e
CXCL13, quimiotatica para linfocitos B (Figura 1.9) (93). Essa chegada continua do
fluxo sanguineo € uma maneira eficiente de triagem de patdgenos e antigenos,
ocorrendo primeiramente na zona marginal, antes de chegar na polpa branca. A zona
marginal possui dois tipos diferentes de macrofagos: os macréfagos de zona marginal,
gue formam um anel externo a zona marginal, e os macrofagos metalofilicos de zona
marginal, que fazem um anel interno a zona marginal (94,95). Entre esses dois anéis
de macroéfagos, existem os linfécitos B de zona marginal (MZB; do inglés, marginal

zone B cells) e as DCs (96).
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Arteriola central
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Zona de linfocitos T

Figura 19: Representagéo esquemaética da polpa branca. Linfécitos migram para a polpa branca através
da zona marginal devido a sinaliza¢éo por citocinas. CXCL13 atrai os linfocitos B para os foliculos
enquanto CCL21 e CCL19 atraem os linfécitos T para sua respectiva zona. Ndo é claro como o0s
linfécitos T saem da polpa branca. Adaptado de Mebius e Kraal (89).

Com o constante monitoramento do fluxo sanguineo pela zona marginal, caso
ocorra a identificacdo de algum patdgeno, os macrofagos residentes produzem
interferon-a e interferon-B, duas citocinas inflamatdrias caracteristicas da imunidade
inata (97). Os linfécitos MZB também sdo capazes de identificar patdgenos na
corrente sanguinea, possuindo um receptor de células B (BCR) muito menos
especifico, que possibilita uma ligagcdo com multiplos patbgenos e uma resposta
rapida, quase que inata, mesmo que seja através da producéo de IgM. Essas células
MZB e alguns linfécitos T com as mesmas caracteristicas sédo consideradas linfécitos
“‘innate-like” (96,98). As células MZB regulam negativamente S1P, o que as permite
responder a CXCL13, quimiocina reguladora da formacédo dos foliculos de 6rgdos
linfoides, e migrar em conjunto com as DCs para a polpa branca, atuando como célula
apresentadora de antigeno (APC) e ativando linfécitos T CD4* (99). Esse evento
marca um importante passo para a iniciacdo da resposta imune adaptativa. Apés as
DCs provenientes da periferia apresentarem antigenos para os linfécitos B foliculares,
esses sofrem expansao clonal, aumentando o tamanho dos foliculos e se transformam
em plasmacitos, linfocitos B especializados na produgédo de anticorpos. A interacdo
entre os linfécitos T CD4* ativados com os linfocitos B ativados dos foliculos
ocasionara a mudanca de isotipo do anticorpo produzido pelos linfécitos B e esses
entdo migrardo para a polpa vermelha na forma de plasmacitos (100-102).

E importante ressaltar ainda um pouco do papel do bago na maturacéo final de

linfécitos B em camundongos. Linfocitos B imaturos entram na circulagao provenientes

26



da medula 6ssea jA com o seu rearranjo genético realizado. Essas células adentram
0 baco como linfdcitos B transicionais, que podem ser diferenciados entre transicionais
do tipo 1 ou do tipo 2 com base na expressdo de CD24 e CD21 (103). Os linfécitos B
transicionais do tipo 2 sdo capazes de se diferenciar em MZB ou linfocitos B
foliculares. Embora tanto os linfocitos MZB quanto os linfocitos B foliculares se
diferenciem em plasmdécitos apds o contato com antigeno, os linfocitos MZB se tornam
plasmadcitos de vida curta, com producao de anticorpos de afinidade mais baixa do
que os plasmacitos de vida longa, que sdo provenientes dos linfocitos B foliculares.
Esses ultimos podem ainda se transformar em linfécitos B de memoria, que séo
responsaveis, juntamente com os linfocitos T de memaria, por uma das caracteristicas
mais importantes da imunidade adaptativa, a memaria imunolégica (revisado pela

referéncia 79).

1.4.3. GDF11 e o sistema imune

O numero de estudos sobre a fungcdo celular do GDF11 aumentou
consideravelmente apos 2013, devido ao trabalho de Loffredo et al. (24) que o indicava
como agente rejuvenescedor do tecido muscular cardiaco. Neste trabalho, é
interessante ressaltar, foi realizado quantificacdes de RNA mensageiro por RT-gPCR
gue demonstraram o baco e o timo, ambos 6rgaos do sistema imune, como estando
entre os trés principais 6rgdos com expressao para seu RNA (Figura 1.10). Assim,
esses dados apresentaram a indicagao relevante de que o GDF11 pode estar sendo
produzido nesses érgaos, com sugestao de potencial funcao no sistema imune.

De fato, em estudo experimental de doenca de Alzheimer, Wang et al. (2015)
demonstraram que a transferéncia intravenosa de esplenécitos de um camundongo
jovem para um camundongo doente foi capaz de aumentar os niveis séricos de
GDF11 e foram capazes de reverter os sintomas da doencga (42). O papel do GDF11
neste caso foi confirmado em outro trabalho mais recente em que o GDF11 se mostrou
novamente como rejuvenescedor da estrutura vascular cerebral em modelo de doenca
de Alzheimer (104). Porém, em relagdo ao sistema imune, é curioso que no primeiro
trabalho o aumento do nivel sérico de GDF11 foi devido aos esplendcitos transferidos,
0 que indica que GDF11 pode ser produzido ativamente por essas células no baco.
Somado a esses fatores, estudos de mapeamento de expressdo de proteinas,
baseados em transcriptdmica quantitativa e imunoistoquimica, confirmam os elevados

niveis de GDF11 no baco (105). Em sua maior parte, macrofagos e linfécitos, parecem
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ser seus principais produtores. Possuimos, inclusive, dados preliminares posteriores
a esse projeto, que indicam a producdo de GDF11/8 por alguns macréfagos F4/80*
no timo de camundongos (Figura 1.10).

No caso do timo, ao lancar mao de base de dados de expresséo génica (15) como
foi possivel observar na Figura 1.5, GDF11 parece ser expresso em timocitos DP e
SP. Em relacdo aos seus receptores, a expressao de Acvrlb (ALK4) parece diminuir
com o grau de desenvolvimento de DN1 para DP, aumentando novamente nas células
SP, principalmente CD8". Algo similar ocorre com TGFbrl (ALK5), com excecéo do
estagio de DN3, que apresenta um pequeno aumento de expressdo para esse
receptor (15).

Nesse contexto, realizamos uma pesquisa mais detalhada na base de dados do
ImmGen (Immunological Genome Project), uma plataforma de dados de expresséao
génica em células do sistema imune de camundongos (106). Mais especificamente,
dentro desta plataforma foi utilizada a base de dados Gene Skyline, exclusiva para o
sequenciamento de RNA (RNA-Seq), visando o mapeamento da expressao de GDF11
e seus receptores, em diversas células do sistema imune. Com isso, podemos
observar, por exemplo, que entre os timdcitos, o GDF11 tem alta expressdo em células
SP, principalmente CD4* SP, porém possuindo expressdo em todos os estagios de
desenvolvimento (Figura 1.10-A). NOs observamos que Acvrlb (ALK4) é bem
expresso nos primeiros estagios de desenvolvimento DN1 e DN2, porém, o que
chama atencdo é o alto nivel de expressdo em células T CD4* naive do baco
(T.4.Nve.Sp; Figura 1.10-B). Por outro lado, o receptor ALK5 (TGFbrl) possui
expressdo comparativamente constante em todos o0s estagios de maturacao,
destacando-se positivamente as células DP (Figura 1.10-C). Por fim, o gene Acvrlc
(ALK7) possui baixa expressdo em todos os estagios de desenvolvimento, novamente
sendo as células CD4* SP as que se destacam positivamente (Figura 1.10-D).

Através de dados da literatura e do uso de base de dados de sequenciamento
geneético, é possivel realizar algumas pontuacdes. Os membros da familia do TGF-f3,
incluindo o GDF11, exercem func¢des indispensaveis para o correto funcionamento do
organismo. O sistema imune esta envolvido diretamente, visto que as activinas, 0s
TGFs e os BMPs possuem func¢des em diversas células imunes, como timdécitos e
linfécitos T e B maduros. O GDF11 € capaz de desempenhar funcbes celulares
importantes, como ativar ou inibir osteoblastos, estimular a vasculogénese cerebral e
neurogénese, inibir a eritropoiese, regular a migracdo e a diferenciagdo de células

progenitoras endoteliais sanguineas, bem como a migracdo e a proliferacdo de
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células-tronco neurais (25,40,41,43,45-50,105). Somado a isso, ele possui ainda alta
concentracdo de RNAmM no timo e baco, e seus receptores ALK4, ALK5 e ALK7 tém
expressdo de RNAm positiva em diferentes subgrupos celulares de maturacéo timica.
Temos ainda forte indicio de que existe producdo de GDF11/8 no timo. Esses dados
sugerem que possa haver uma relacdo entre GDF1ll e o sistema imune,
principalmente no que se relaciona com a maturacdo de timocitos e funcdo de
linfécitos T.

O sistema imune é um complexo sistema celular, do qual eventos de ativacao,
proliferagcdo e migragéo celular, fazem parte do seu correto funcionamento. Sendo
assim existe constante interesse sobre o estudo de moléculas sollveis capazes de
modular o funcionamento do sistema imune. Possuimos fortes indicativos de que o
GDF11 é uma dessas moléculas, principalmente em relacdo aos timécitos e linfocitos
T. Entretanto ndo existem atualmente estudos publicados na literatura que visam
investigar a relacdo do GDF11 com sistema imune e seus subgrupos celulares. Sendo
assim esse trabalho procura investigar os tipos celulares que possuem a maquinaria
necesséria para qual o GDF11 poderia exercer algum tipo de acéo, e se ele é capaz
de modular a viabilidade dessas células.

Figura 1.10: Distribuicdo de GDF11 no timo de camundongo. Microscopia de Imunofluorescéncia
convencional. (A,B) Controle dos anticorpos secundarios. (C) Alguns macroéfagos F4/80+* sdo capazes
de produzir GDF11/8, setas brancas, enquanto outros ndo, setas amarelas. Dado preliminar nao
publicado realizado por Jurberg A.
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Figura 111: Expressdo de RNAm para GDF11 (A), ALK4 (B), ALK5 (C) e ALK7 (D) em timdcitos e
linfécitos T maduros. Células precursoras proveniente da medula 6ssea levam a sigla “preT”, seguido
do estagio de desenvolvimento (DN1, DN2 ou DN3). Células comprometidas com a linhagem T
possuem somente “T” no inicio, seguido pelo tipo celular (DP, 4, ou 8). “Nve” indica linfocitos naive,
“Th” indica que a célula ainda esta no timo e “Sp” que é um linfécito T maduro. Dados obtidos por
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) analisados pela ferramenta DESeq2, que realiza uma andlise
diferencial da expressdo génica baseada em uma distribuicdo negativa ndo binomial. Genes foram
pesquisados em http://rstats.immgen.org/Skyline/skyline.html acessado pela tltima vez em 08/10/2018.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral desse projeto € investigar o papel da sinalizagdo por GDF11 em
orgaos linfoides e a sua influéncia sobre a funcéo de células do sistema imunolégico.
Buscaremos desvendar a potencial fungdo dessa sinalizagdo em tecidos linfoides
timico e esplénico e, mais especificamente, em populacdes de linfécitos T. Assim,

Nossos objetivos especificos séo:

1) Caracterizar a presenca de GDF11 e seus receptores (ALK4, ALKS e ALK7) no
timo como 6rgédo linfoide primario gerador de linfocitos T, com analise das
subpopulacdes de timocitos;

2) Realizar a caracterizacao da expressao de GDF11 e seus receptores no baco,
como exemplo de o6rgao linfoide secundario, avaliando as subpopulacdes

linfoides e mieloides;

3) Avaliar o papel de GDF11 como possivel regulador de viabilidade celular,
especificamente nos estagios de maturacao de linfécitos T.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Utilizou-se camundongos BALB/c com idade de 2 a 4 meses. A utilizacdo desses
animais esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e sob aprovacéo da
Comisséo de Etica no uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEUA), licenciado

pelo numero L-046/2015. Os animais foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fundagéo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

3.2. Moléculas utilizadas

Tabela 3.1: Lista das moléculas empregadas na caracterizacdo da via de GDF11 em timo e bago
de camundongos BALB/c.

Anticorpos primarios ou conjugados

Anticorpo Clone Conjugado com: Fabricante Cdédigo
anti-CD3 145-2C11 APC BD 555335
anti-CD4 GK1.5 APC-Cy7 BD 552051
anti-CD8 53-6.7 PE BD 553033
anti-CD8 53-6.7 PE-Cy7 eBioscience 2008182

anti-CD11b M1/70 APC eBioscience 170111281

anti-CD11c N418 Percp-Cy5.5 eBioscience 45011480
anti-CD19 1D3 Percp-Cy5.5 BD 551001
anti-CD21 7G6 APC BD 558658
anti-CD23 B3B4 PE Biolegend 101607
anti-CD24 M1/69 PE-Cy7 BD 560536
anti-Ly6G RB6-8C5 PE BD 553128
anti-ALK4 EPR4815 N&o conjugado Abcam EPR4815
anti-ALK5 policlonal N&o conjugado Millipore AFB17
anti-ALK7 policlonal N&o conjugado Thermo Fisher Scientific | PA5-13884

anti-GDF8/GDF11 EPR4567 Nao conjugado Abcam ab124721
anti-GDF11 polyclonal N&o conjugado R&D Systems AF1958
anti-F4/80 CLl:A3-1 N&o conjugado Abcam ab6640
Anticorpos secundéarios
Anticorpo Clone Fabricante Cédigo
Cabra anti-coelho 1gG AlexaFluor 488 policlonal Molecular Probes A11008
Cabra anti-rato IgG AlexaFluor 546 policlonal Molecular Probes A11081
Burro anti-cabra IgG AlexaFluor 633 policlonal Invitrogen A21082
Cabra anti-coelho 1gG AlexaFluor 633 policlonal Invitrogen A21070
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Outros

GDF11 recombinante Peprotech 120-11
7-AAD BD 559925
Anexina V-FITC R&D Systems NX50

3.3.0btencao de células

Os animais foram eutanasiados em camara de CO:2 e, em seguida, foi retirado o
timo e o baco de cada animal. Os timos foram macerados em tecido voil, que funciona
como filtro, utilizando placas de petri de 3,5 cm (Jet Biofil®) e 1 mL de meio RPMI +
10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich). As células foram passadas para um
tubo Falcon® de 15mL e o volume foi completado com mais 4 mL de RPMI + 10%
SFB. Os tubos foram centrifugados a 400 g por 5 minutos a 4° C (Thermo Scientific,
SORVALL ST16R) e os sobrenadantes desprezados. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de RPMI + 10% SFB e mantidas no gelo.

Os bacos foram macerados em tecido voil utilizando placas de petride 3,5cme 1
mL de solucéo salina (PBS). As células foram passadas para um tubo Falcon® de 15
mL e o volume foi completado com mais 4 mL de PBS. Os tubos foram centrifugados
a 400 g por 5 minutos a 4° C e os sobrenadantes desprezados. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de tampéo de lise de hemaceas (Red Blood Cell Lysing
Buffer Hybri-Max™ R7757) por 1 min. Apds esse tempo o volume foi completado com
mais 9 mL de PBS + 10% SFB e os tubos foram centrifugados novamente a 400 g por
5 minutos a 4° C. Os sobrenadantes foram desprezados e as células foram
ressuspendidas em 1 mL de RPMI + 10% SFB e mantidas no gelo. As suspensdes

celulares foram utilizadas para os ensaios que envolveram citometria de fluxo.

3.4.Caracterizacdo das populacdes celulares por citometria de fluxo

Para a realizacdo das marcacoes, utilizamos placas de PVC com 96 pocos de
fundo em “U” (Alfa®, Sao Paulo, Brasil), onde plagueamos 1 x 10° células por poco.
Foram adicionados 100 pL de RPMI + 10% SFB em cada poco e as células foram
centrifugadas a 400 g por 5 minutos a 4° C. Para bloquear as ligacdes inespecificas,
foi adicionado as células 50 pL de PBS + 2% soro normal de camundongo (SNC) por
15 min., com posterior adigao de 100 puL de PBS e centrifugagcao a 400 g por 5 min. a
4° C. Em um primeiro momento, a marcagao utilizando anticorpos nao conjugados a
fluordforos, conforme indicado na Tabela 3.1, foi realizada pela adigdo de 10 pL por
poco de solucdo de PBS + 5% SFB contendo os anticorpos diluidos. As placas foram
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incubadas a 4-8° C no escuro, por 30 min. Em seguida, as células foram lavadas com
100 uL de PBS e a marcacdao indireta, utilizando anticorpos secundarios conjugados
a fluoréforos conforme indicado na Tabela 3.1, foi realizada. Os anticorpos
secundérios foram entdo diluidos em solucdo de PBS + 5% SFB, e 10 pL dessa
solucéo foi adicionado por poco. As células foram mantidas a 4-8° C, no escuro, por
30 minutos. Depois dessa incubacéo, elas foram lavadas com 100 pL de PBS, por trés
vezes. A marcacao indireta foi realizada primeiramente que os anticorpos conjugados,
afim de eliminar qualquer possivel ligacdo inespecifica entre 0s anticorpos
secundarios utilizados e os anticorpos primarios conjugados utilizados por ultimo.
Dessa forma, em seguida a marcagao com os anticorpos conjugados a fluoréforos foi
realizada pela adi¢cdo de 10 pL por poco de solucédo contendo os mesmos, diluidos em
PBS + 5% SFB. As células foram mantidas a 4-8° C, no escuro, por 30 min. Depois
da incubacdo, as células foram lavadas com 100 uL de PBS, ressuspendidas em 200
uL de PBS apds a ultima lavagem e entdo analisadas por citometria de fluxo com o
citbmetro FacsCanto Il (Becton Dickenson, New Jersey, E.U.A). Para ajuste da
voltagem dos detectores e controles de cor para compensacao, foram utilizadas
células sem marcacao e células com marcacdes simples de cada fluor6foro, além de
controles de FMO (fluorescéncia menos um) para 0 correto posicionamento das
regides de analise (gates). Foram adquiridos 100.000 eventos dentro da regido
correspondente a populacdo linfoide majoritaria em grafico bidimensional com os
parametros de disperséo frontal (FSC; forward scatter) e dispersao lateral (SSC; side
scatter) da luz incidente. As analises dos dados adquiridos foram realizadas no

programa Flow Jo (FlowJo LLC, Ashland, Oregon, E.U.A).

3.5. Caracterizacao de 6rgaos linfoides por microscopia confocal

Os animais foram eutanasiados em camara de CO:2 e, em seguida, foram retirados
o timo e baco de cada animal. Os 6rgaos inteiros foram colocados em moldes de
plastico e embebidos em Tissue-Tek® O.C.T.™ (Sakura, Torrance, EUA), sendo em
seguida congelados em gelo seco. Os blocos congelados foram posteriormente
armazenados em freezers —80° C. Essa matriz contendo o 6rgéo foi entdo seccionada
em cortes de 5 um em criostato (Leica 1350, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)
a temperatura de -15° C e as secc¢des obtidas foram dispostas em laminas de vidro
para histologia. As laminas foram deixadas a temperatura ambiente por 30 min e em
seguida foram fixadas em acetona a 100%, previamente gelada, por 10 min. Essas

laminas foram armazenadas por até 2 semanas a —20° C.
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Para realizacdo da marcacgédo, foi utilizado o método de imunofluorescéncia
indireta. As laminas foram retiradas do freezer e os cortes histoloégicos foram
circulados utilizando caneta hidrofébica. Em seguida, os cortes foram reidratados em
PBS por 5 min. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi realizado com uma mistura de
PBS + 2% de leite em po desnatado Molico Nestlé® + 2,5% albumina de soro bovino
— BSA + 8% SFB) por 15 min. Os cortes foram lavados trés vezes em PBS por 5
min./cada antes da adicdo dos anticorpos conjugados diluidos em PBS (em
quantidade suficiente para cobrir o0 érgao — cerca de 30 pL a 50 L), conforme indicado
na Tabela 3.1. As laminas foram incubadas a temperatura ambiente em camara
Uumida, por 1 hora. Elas foram entéo lavadas trés vezes para posterior marcacdo com
0S anticorpos primarios nao-conjugados, também listados na Tabela 3.1, sendo
incubadas a temperatura ambiente em camara Umida por 1 hora. Em seguida, os
cortes foram lavados trés vezes para posterior marcacdo com 0S anticorpos
secundarios correspondentes (Tabela 3.1). Eles foram incubados a temperatura
ambiente em camara umida por 30 min., sendo em seguida lavados em PBS por trés
vezes. Por fim, as laminas foram secas e montadas com meio de montagem
ProLong™ Gold Antifade contendo DAPI (Thermo Fisher Scientific) para marcacao
nuclear. As laminas montadas permaneceram a temperatura ambiente e no escuro
por 72 h para secagem do meio de montagem e entdo foram armazenadas a -4° C. A
leitura das laminas foi realizada em microscopio confocal (Leica TCS SP8 - Leica
Microsystems, Wetzlar - Alemanha).

3.6.Ensaio de morte celular

Os timacitos foram obtidos conforme descrito no item 3.2 e corados em solugéo
de azul de Trypan diluida 1:100 para contagem em camara de Neubauer. Algumas
células foram coletadas logo em seguida (to) para analise ex vivo de anti-CD4, anti-
CDS8, anexina V e 7-AAD por citometria de fluxo (Tabela 3.1), conforme descrito a
seguir. Para avaliarmos o papel de GDF11 recombinante (rtGDF11) na morte dos
timécitos, nds realizamos uma cinética de ativagdo por CD3e em placas de PVC com
96 pocos de fundo chato, onde plaqueamos 1 x 108 células por poco. As placas foram
previamente revestidas com 30 pyL do anticorpo diluido a 10 pg/mL em PBS e
incubadas a 37° C por 2 h, para que ocorresse a aderéncia do anticorpo ao fundo. Em
seguida, elas foram lavadas com PBS para a remocé&o do anticorpo néo-ligado. Para
0s controles ndo-estimulados, nés utilizamos pocos contendo apenas PBS. Assim,

grupos néo-estimulados e estimulados por CD3e, na presenca ou ndo de 10 ng/mL
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ou 100 ng/mL de rGDF11 diluido em 80 uL de meio RPMI + SFB a 10%, foram
cultivados a 37° C por 12 e 24 h. Apos os periodos indicados de cultura, as células
foram transferidas para placa de PVC de 96 pogos, com fundo “U”, onde foram lavadas
duas vezes com PBS e marcadas com 10 pL por pogo de solugcéo de PBS + SFB a
5%, contendo anticorpos conjugados diluidos contra os marcadores de superficie CD4
e CD8 (Tabela 3.1). As células foram mantidas a 4-8° C, no escuro, por 30 minutos.
Depois, elas foram lavadas com 100 uL de PBS e ressuspendidas em 100 pyL de
tampao para anexina V contendo 2 pL anexina V-FITC e e 3 pL de 7-AAD (7-
Aminoactinomicina D) (Tabela 3.1). As células foram incubadas no gelo por 15 min. e
entdo analisadas por citometria de fluxo. Tais moléculas possibilitaram a identificacédo
de trés grupos distintos de viabilidade celular. Para tal, nds primeiramente realizamos
a exclusao de doublets (Figura 3.1A) e retirada de debris (restos celulares) a partir da
andlise morfolégica (Figura 3.1B). Apos identificarmos as diferentes populacdes de
timocitos (Figura 3.1C), nés realizamos a analise de morte celular por anexina-V x 7-
AAD em cada subgrupo. As regides de interesse, nomeadas anexina-V7-AAD-,
anexina-V*7-AAD-, anexina-V*7-AAD", foram inicialmente identificadas na populacdo

de células totais nos tempos de 0, 12 e 24 horas (Figura 3.1D-F, respectivamente).
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Figura 31: Estratégia de regifes de andlise (gating) para Anexina-V x 7-AAD. (A) Excluséo de doublets.
(B) Exclusédo de debris. (C) Definicao de subpopula¢des de maturacéo timica através da marcagédo de
CD4 vs. CD8. Progresséo da apoptose e morte celular em funcéo do tempo (D) O horas, (E) 12 h e (F)
24 h de cultura.
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3.7. Estratégias de delimitacdo de subpopulacfes

Para realizar a caracterizacdo dos receptores para o GDF11l em diversas
subpopulacdes celulares timicas e esplénicas, utilizamos diferentes estratégias de
andlise (gating). Em todos os casos, come¢amos pela exclusdo de pares de células
(doublets) e debris pela analise de FSC-H e FSC-W, parametros de andlise dos pulsos
de dispersao frontal (Figura 3.2A). A partir dessa estratégia, selecionamos um gate de
células viaveis com base nos parametros SSC-A e FSC-A, indicativos na
granulosidade e tamanho, respectivamente (Figura3.2B).

Para o estudo de timdcitos, analisamos as subpopulacdes de linfocitos T CD4+,
linfécitos T CD8+, duplo positivas e duplo negativas através das marcacdes
simultaneas contra CD4 e CD8 (Figura 3.2D). Em cada subpopulacéo, analisamos a
presenca dos receptores ALK4, ALK5 e ALK7 pela imunomarcagéao indireta com
AlexaFluor 488 (Tabela 2.1). Na figura 3.2C-G, pode-se observar o controle FMO para
cada subpopulacdo. Como foram utilizados anticorpos ndo conjugados, esse controle
FMO possui juntamente o anticorpo secundario AlexaFluor 488, visando observar
qualquer marcagédo inespecifica e assim orientar na escolha da regido (gate) positiva

para os receptores.
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Para o estudo de linfécitos T no baco, a partir da exclusao de doublets e debris
e delimitacdo de células viaveis, como descrito anteriormente (Figura 3.3-A,B),
selecionamos as células CD3* para em sequéncia realizar a identificacdo das
subpopulacdes de linfocitos T CD4* e CD8* através da analise simultanea das duas
marcacOes (Figura 3.3C-F). Para cada subpopulacdo, analisamos a presenca dos
receptores ALK4, ALKS5 e ALK7 pela imunomarcacao indireta com AlexaFluor488, que

foi demonstrada na Figura 3.3D,E pelo controle FMO.
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Figura 33: Estratégia de analise para linfécitos T no baco. (A) Exclusédo de doublets e debris. (B)
Definicao de esplenécitos segundo analise morfoldgica. (C) Exclusdo de células CD3-. (F) Definicdo de
subpopulagbes de células simples positivas maduras no baco através da marcacdo de CD4 vs. CD8.
(E;D) Controles FMO com anticorpo secundério AlexaFluor488 para cada subpopulacao.

Para o estudo de linfocitos B no baco, a partir da exclusdo de doublets e debris
e delimitacdo de células viaveis como descrito anteriormente (Figura 3.4A,B),
separamos a populacédo de linfocitos B com base na marcacdo de CD19+ (Figura
3.4C). Em seguida, definimos os linfécitos B transicionais T1, transicionais T2/MZ
(zona marginal) e FM (folicular maduro) com base na expressao de CD24 e CD21
(Figura 3.4-E). Posteriormente, separamos os linfécitos B T2 dos MZ com base na
expressdo de CD21 (Figura 3.4-F). Nas figuras 3.4-D;G;H;l temos os controles FMO
da imunomarcacéo indireta com AlexaFluor488.
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Figura 34: Estratégia de analise para linfécitos B no bacgo. (A) Exclusdo de doublets e debris. (B)
Definicdo de esplendcitos segundo analise morfoldgica. (C) Exclusédo de células CD19-. (F) Definicédo
de subpopulagdes de linfocitos B no baco através da marcacédo com CD21 vs. CD24. (F) Diferenciacao
entre linfécitos de zona marginal (MZ) e transicionais do tipo 2 (T2). (D;G;H;l) Controles FMO com
anticorpo secundario AlexaFluor488 para cada subpopulacao.

Para o estudo de células de origem mieloide no baco, a partir da exclusao de
doublets e debris e delimitacdo de células viaveis (Figura 3.5A,B), selecionamos as
células CD11b", de origem mieloide (Figura 3.5C), para a andlise das suas diferentes
subpopulacdes a partir da expresséo de CD11c e Ly6G (Figura 3.5D). Dessa forma
identificamos células dendriticas (CD11b*CD11c*Ly6G"), macréfagos (CD11b*CD11c
Ly6G") e granulocitos (CD11b*CD11cLy6G*). A Figura 3.5E representa o controle

FMO referente a todas as células CD11b*".
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Diferenciacé@o entre células dendriticas, mondcitos e granuldcitos pela marcacdo de CD11c vs. Ly5g.
(E) Controles FMO com anticorpo secundario AlexaFluor488 da populagdo CD11b* total.

3.8. Analise estatistica

O programa GraphPad Prism, versao 7.0 foi utilizado para a elaboragédo dos
graficos e andlise estatistica. Nos dados sobre morte celular, as diferencas entre os
grupos experimentais foram avaliadas por analise de grupos utilizando o método two-
way ANOVA com posterior teste de Tukey. Para os dados de caracterizacdo dos
receptores de superficie, quando ha comparacdo entre mais de trés grupos, as
diferencas entre os grupos foram avaliadas utilizando o teste Kruskal-Wallis com
posterior teste de Dunn para comparacdes multiplas. Quando comparados apenas
dois grupos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Os resultados encontrados foram
considerados estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores
a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (*) e 0,001 (***). As barras representam a média de cada
grupo + desvio padrdo ou 95% de intervalo de confianca para a mediana (mediana
95% CL).
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4. RESULTADOS

4.1.Caracterizacao dos receptores para GDF 11 no timo

Utilizamos citometria de fluxo para caracterizar a sinalizacdo intracelular
disparada por GDF11 em tecidos linfoides. Para tal, obtivemos timdcitos totais e
realizamos marcacoes para ALK4, ALK5 ou ALK7 em conjunto com anticorpos anti-
CD4 e anti-CD8 para a identificacdo de subpopulagbes. As células DN (duplo-
negativas) CD4CD8, DP (duplo-positivas) CD4*CD8* e SP (simples-positivas)
CD4'CD8 ou CD8*CD4 foram analisadas individualmente, como indicadoras da
sequéncia de amadurecimento dos timocitos.

Com isso, observamos que as células DN possuem as menores proporcdes
positivas para qualquer um dos trés receptores avaliados (Fig. 4.1). Ja os timocitos
DP apresentaram as maiores proporcdes de células positivas para cada um dos
receptores, enquanto as células SP exibiram frequéncias intermediarias entre DP e
DN (Fig. 4.1). Esse padrao foi observado para todos os trés receptores investigados,
porém com frequéncias distintas. Ao analisarmos a propor¢do de células positivas
parada cada receptor, o ALK5 € a molécula mais presente entre os timécitos, seguido
por ALK7 e ALK4, respectivamente (Fig. 4.1). Visando estudar se havia diferenga
entre a quantidade de ALK4, ALK5 e ALK7 presentes em cada subtipo celular,
utilizamos a intensidade de fluorescéncia mediana (MFI; do inglés, median
fluorescence intensity) em cada subgrupo de timécitos. Dessa forma, podemos sugerir
uma relacdo onde, quanto maior a quantidade de fluorescéncia emitida apos
excitacdo, maior o numero de moléculas por célula. Assim observamos que, embora
a proporcao de células positivas seja menor entre as células DN do que nas células
DP (Fig. 4.1), o MFI de ambas é similar (Fig. 4.2). Entre as células SP, ambas possuem
um menor MFI, sendo a CD8 a que possui o menor indice entre todos os estagios de

maturacdo dos timacitos (Fig. 4.2).
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Figura 4.2. Intensidade média de fluorescéncia (MFI) emitida pela marcacéo para ALK4, ALK5 e ALK7
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confianca para a mediana (mediana 95% CL). N=3; Exp=1

4.2.Caracterizacéo dos receptores para GDF11 no Bago

NOs também caracterizamos a distribuicdo dos receptores de GDF11 (ALK4,
ALK5 e ALK7) no baco de camundongos jovens por citometria de fluxo. As
subpopulacdes de esplendcitos totais foram identificadas pela imunomarcacédo com
anti-CD3, -CD4 e -CD8 para linfécitos T. Ja os anticorpos anti-CD19, -CD21, -CD23 e
-CD24 foram utilizados para a identificacdo de linfocitos B transicionais T1 e T2,
linfocitos B, FM e linfocitos B MZ. Por sua vez, os anticorpos anti-CD11b, -CD11c e -

Ly6G foram empregados para a identificagdo de células da linhagem mieloide. Com
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isso, nos identificamos diferentes subpopulagcbes celulares e suas frequéncias de
expressdo de ALK4, ALK5 ou ALK7. Dentre os linfécitos B, ressaltamos que a
sequéncia de maturacao envolve a passagem de células T1 para T2 e em seguida o
amadurecimento em FM ou MZ.

De forma geral, observamos que os receptores ALK4, ALK5 e ALKY7 estédo
presentes em uma propor¢ao maior de linfécitos T CD4* do que de linfocitos T CD8*
(Fig. 4.3). Entre os linfécitos B, observamos que ambas as populacfes imaturas de
transicao, T1 e T2 possuem uma maior frequéncia de células positivas para cada um
dos receptores, quando comparadas com as células FM (Fig. 4.4). J& os linfécitos B
MZ apresentaram as maiores proporcdes de células positivas para todos os
receptores, com destaque para ALK5 (Fig. 4.4). Entre as populacdes mieloides, as
propor¢cdes de células dendriticas, mondcitos e neutréfilos positivos para ALK4
aparentam ser menor que as propor¢des de células positivas para ALK5 e ALK?7,
respectivamente. Em particular, os mondcitos sdo o tipo celular com as menores
frequéncias de células positivas para os receptores de GDF11 entre os tipos mieloides

observados (Fig. 4.5).
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Figura 4.3. Frequéncia celular das subpopula¢@es esplénicas de linfocitos T expressando os receptores
ALK4, ALK5 e ALKY7. As barras representam a média de cada grupo + desvio padrdo. Os resultados
encontrados foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores
a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**) e 0,001 (***). N=3; Exp=L1.
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Figura 4.5 Frequéncia celular das subpopulacdes mieloides esplénicas expressando os receptores
ALK4, ALK5 e ALK7. As barras representam a média de cada grupo + desvio padrdo. Os resultados
encontrados foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores
a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**) e 0,001 (***). N=3; Exp=1.
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4.3.Caracterizacéo dos receptores para GDF 11 por imunofluorescéncia

Ainda, caracterizamos a distribuicdo tecidual das células esplénicas
expressando ALK4, ALKS5, ALK7 ou GDF11 por imunofluorescéncia. Todavia, o
anticorpo anti-GDF11 empregado também reconhece a proteina homodloga
miostatina/GDF8 (51). Assim, referiremos a essa marcacdo como GDF11/8. A
marcacdo com F4/80 nos permitiu identificar a polpa vermelha, contendo grande
guantidade de macrofagos e hemacias, e uma regido negativa, chamada de polpa
branca. Nela, se concentram os linfécitos T e B. Entre essas duas polpas existe a zona
marginal, onde h& a presenca de células dendriticas, linfocitos B e macrofagos
negativos para F4/80 (Fig. 4.6). Na analise dessas imagens, podemos observar que a
marcacdo com ALK4 se mostrou positiva na zona marginal, entre a polpa branca e a
polpa vermelha (Fig. 4.6a,e). Nao visualizamos células ou regides positivas para ALK5
por imunofluorescéncia (Fig. 4.6b,f). Nas marcac¢des contra ALK7, observamos
algumas grandes células poligonais positivas na polpa vermelha, circundadas por
outras células (Fig. 4.6¢,g). A marcacdo contra GDF11/8 também revelou células
salpicadas na polpa vermelha (Fig. 4.6d,h) que aparentemente ndo sdo as mesmas
células poligonais positivas para ALK7. Todavia, essas imunomarcacdes nao
permitiram ainda a definicdo da identidade dessas células ALK7*.

Para confirmar a marcacdo com GDF11 e continuar com o trabalho de
caracterizacdo dessas moléculas, realizamos uma nova marcacdo com 0 anticorpo
anti-GDF11/8, desta vez no timo e novamente no baco. Em ambos os 6rgéos,
observamos algumas células positivas aparentemente similares. Elas parecem seguir
0 mesmo padrdo de organizacao tecidual, sendo encontradas tanto em pequenos

conjuntos de células positivas para GDF11/8 ou espalhadas pelo tecido (Fig. 4.7)
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Figura 4.6: Imunofluorescéncia de baco de camundongos jovens. Marcacdo contra F4/80 n&o-
conjugado, incubado com anticorpo secundéario AlexaFluor546 (vermelho). Anticorpos contra GDF11
e ALKs foram incubados com anticorpo secundario AlexaFluor488 (verde). Para marcagao de nudcleo
foi utilizado DAPI (azul). m) Controle do AlexaFluor546 em 20x; n) Controle do AlexaFluor488 em 20x;
0) Controle do AlexaFluor546 em 63x; p) Controle do AlexaFluor488 em 63x. N=3; Exp=1.
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Figura 4.7: Imunofluorescéncia de baco (a-c) e timo (d-e) de camundongos jovens. a,b,d,e) Marcacéo
contra anti-GDF11/8 ndo-conjugado e incubado com anticorpo secundario AlexaFluor633 (vermelho).
Para a marcagcdo de nucleo, utilizamos DAPI (azul). ¢, f) Controle do anticorpo secundario

AlexaFluor633. N=3; Exp=1.
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4.4. Ensaio funcional

Visto que foi possivel observar a presenca de subpopulacdes celulares positivas
para os receptores ALK4, ALK5 e ALK7, que em conjunto com dados da literatura
qgue demonstram a capacidade de o GDF11 influenciar mecanismos celulares
importantes, decidimos estudar a funcdo do GDF11 em regular a morte celular. Para
isso, utilizamos timécitos em cultura ativados com anti-CD3g, 0 que resulta em um
aumento da morte celular, na presenca ou auséncia de GDF11 recombinante
(rGDF11), por 12 e 24 horas. Para esse estudo, utilizamos a Anexina-V conjugada ao
FITC para identificar células apoptoticas, devido a sua propriedade de ligagdo a
fosfatidilserina da membrana celular. Em conjunto, utiizamos a marcagdo com o
intercalante de DNA 7-AAD para identificacdo de células mortas sem integridade de
membrana. Essas duas marcacdes permitem separar as células em trés grupos
distintos. O grupo duplo-negativo Anexina-V-7-AAD- compreende as células viaveis,
0 grupo anexina-V*7-AAD" indica células apoptoticas (também denominado de
apoptose inicial), enquanto o grupo anexina-V*7-AAD* evidencia células em apoptose

tardia e o total de células mortas.

Primeiramente, podemos observar em todos o0s casos que, conforme esperado,
guanto maior o tempo de cultura, menor a proporcédo de células vivas anexina-V7-
AAD'. Além do mais, é possivel observar que o estimulo com anti-CD3¢ foi suficiente
para diminuir a viabilidade das células (Figuras 4.8-4.10). Ao analisar os timdcitos
CD4 SP, observamos uma diminuicdo da proporcdo de células viaveis, quando
estimulados com rGDF11 em ambas as concentragOes testadas (Figura 4.8A).
Entretanto, quando ativadas com anti-CD3g, 0 rGDF11 parece ter uma fungéo
contraria, diminuindo a morte celular relacionada a ativagéo (Figura 4.8B). De forma
semelhante, 100 ng/mL de rGDF11 aumentou a frequéncia de timocitos CD4 SP
apoptoéticos e mortos no grupo de células ndo ativadas (Figura 4.8C-E). De forma
contréaria, no entanto, o rGDF11 inibiu a apoptose e morte de células ativadas (Figura
4.8D,F). J4 em relacéao aos timocitos CD8 SP, o rGDF11 aumentou a propor¢cao de
células ndo viaveis, apoptéticas e mortas (Figura 4.9A,C,E), mas nao exerceu
impacto significativo quando essas células foram estimuladas por anti-CD3¢ (Figura
4.9B,D,F). Nés realizamos também a mesma analise nos timécitos DP (CD4*CD8%)
(Figura 4.10), e nao foi possivel associar o tratamento com rGDF11 a nenhuma
atividade significativa na morte celular, a ndo ser por um aumento do numero relativo

de células apoptoticas ndo ativadas no tempo de 12 horas (Figura 4.10C).
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Figura 4.8: Linfécitos T CD4 estimulados com GDF11 recombinante marcados com anexina-V e 7-AAD.
Foram utilizadas duas concentra¢des de GDF11 (10 ng/mL e 100 ng/mL) em trés tempos diferentes, O,
12 e 24 horas. (A) Comparacéo entre CTR vs. GDF11 10ng/mL (*), CTR vs. GDF11 100ng/mL (***). (B)
CTR vs. GDF11 100ng/mL (**), GDF11 10 ng/mL vs. GDF11 100 ng/mL (*). (C)CTR vs. GDF11
100ng/mL (*). (D) Grupos néo foram significativamente diferentes (ns). (E) CTR vs. GDF11 100 ng/mL
(**). (F) CTR vs. GDF11 100 ng/mL (**). Os resultados encontrados foram considerados
estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**)
e 0,001 (***). As barras de erro representam 95% de intervalo de confianca para a mediana (mediana
95% CL). N=4; Exp=1.
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Figura 4.9: Linfécitos T CD8 estimulados com GDF11 recombinante marcados com anexina-V e 7-AAD.
Foram utilizadas duas concentracdes de GDF11 (10 ng/mL e 100 ng/mL) em trés tempos diferentes, 0,
12 e 24 horas. (A) Comparacéo entre CTR vs. GDF11 10ng/mL (**), GDF11 10ng/mL vs. GDF11
100ng/mL (**). (B) Grupos néo foram significativamente diferentes (ns). (C) Comparacgéo entre CTR vs.
GDF11 10ng/mL (*), GDF11 10ng/mL vs. GDF11 100 ng/mL (**). (D) CTR vs. GDF11 10 ng/mL (*). (E)
CTR vs. GDF11 10 ng/mL (*), GDF11 10 ng/mL vs. GDF11 100 ng/mL (**). (F) Grupos nédo foram
significativamente diferentes (ns). Os resultados encontrados foram considerados estatisticamente
significativos quando os valores de p foram inferiores a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**) e 0,001 (***).As
barras de erro representam 95% de intervalo de confian¢a para a mediana (mediana 95% CL). N=4;
Exp=1.
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Figura 4.10: Timécitos duplo positivos estimulados com GDF11 recombinante marcados com anexina-
V e 7-AAD. Foram utilizadas duas concentragfes de GDF11 (10 ng/mL e 100 ng/mL) em trés tempos
diferentes, 0, 12 e 24 horas. (A,B,D,E,F) Grupos néo foram significativamente diferentes entre si (ns).
(C) GDF11 10 ng/mL vs. GDF11 100 ng/mL (*). Os resultados encontrados foram considerados
estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores a 0,05 (*), inferiores a 0,01 (**)
e 0,001 (***). As barras de erro representam 95% de intervalo de confianca para a mediana (mediana
95% CL). N=4; Exp=1.
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5. DISCUSSAO

Os membros da superfamilia do TGF-B exercem mudltiplas funcbes no
organismo, como no seu desenvolvimento e na manutengéo da homeostase. Devido
a suas similaridades, alguns membros podem exercer tanto funcbes que se
sobrepbem, quanto podem exercer funcdes claramente ndo redundantes. De fato, o
TGF-B ja € conhecido por ser extremamente importante na homeostase do sistema
imune, por exemplo na formacao de linfécitos T reguladores (revisado por 14), inibicao
de linfécitos B (60) e inducao de via alternativa de ativagdo de macréfagos (107,108)
. Dessa forma, o estudo de moléculas desta familia que fazem ou possam fazer parte
do sistema imune é de grande importancia. O GDF11 demonstrou funcbes de
diferenciacéo, proliferagdo e migracdo de varios tipos celulares, como as células-
tronco neurais e as células endoteliais sanguineas (43,49). Além disso, outros estudos
tém evidenciado a presenca de GDF11 no baco, principalmente em macroéfagos e
linfécitos. Uma vez que as funcdes da sinalizacdo por GDF11 no sistema imune sao
desconhecidas até o momento, buscamos entdo caracterizar as populacdes celulares
timicas e esplénicas produtoras e receptoras de GDF11 por microscopia de
fluorescéncia e imunofenotipagem por citometria de fluxo. A partir dai, caracterizamos
uma possivel funcdo do GDF11 na sobrevivéncia dos timdcitos.

Na maturacao de linfocitos T no timo, as células precursoras da medula 6ssea
migram para o cOrtex timico, onde ainda permanecem no estagio de DN. ApGs passar
por diferentes estagios de maturacdo na parte mais externa do cortex como células
DN, os timadcitos proliferam intensamente e adquirem os co-receptores CD4 e CDS8.
Eles entdo sofrem selecdo positiva no estagio DP. Nessa selecdo, através do contato
de seus receptores MHC de tipo | e Il com antigenos préprios apresentados por células
epiteliais timicas corticais, os timocitos sobreviventes tornam-se simples-positivos
para CD4 ou CD8 e migram para a medula timica, onde sofrem selecédo negativa, com
a eliminacdo de células autorreativas. Dada a complexidade desse processo de
maturacao intratimica de células T, com eventos centrais de migracéao, proliferacéo e
morte, consideramos que a identificacdo da expresséo dos receptores ALK4, ALK5 e
ALK7 em timdcitos é fundamental para o estudo da relacdo entre o GDF11 e a
maturacdo de linfocitos T. Entre as subpopulacdes intratimicas, observamos que
existiu uma clara tendéncia de maior frequéncia desses receptores nos timocitos DP.
Os timécitos DN exibiram uma populacdo positiva muito menor do que a de células

DP. Esses dados, somados ao maior indice de MFI observado nas células DN e DP
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em relacdo as células SP, indicam uma possivel funcdo desses receptores no
processo de maturacao intratimica de linfécitos T. Nesse sentido, podemos postular
uma maior participacdo dos receptores ALK5 e ALK7, visto que estdo expressos em
um numero maior de células, quando comparados ao receptor ALK4.
Consequentemente, é possivel hipotetizar que o0 GDF11 pode estar relacionado com
0 processo de selecdo positiva de células CD4* ou CD8*. Essa especulacdo €&
possivel, visto que a sinalizacdo pela ligacdo do GDF11 exerce funcdo de
diferenciacéo celular no sistema imune e em outros tecidos. O ALK5 € essencial para
a formacéo de células Treg em camundongos jovens (57), assim como o correto
funcionamento de SMAD2 e SMAD3 (109). Os receptores ALK4 e ALK7, por exemplo,
sdo pré-requisitos para a diferenciacdo em células germinativas masculinas (110).
Importante ressaltar também a atuacdo do GDF11 na diferenciacdo de células
mesenquimais renais (111), células tronco neurais (50,112,113) e osteoblastos (41).
Além disso, embora ndo tenhamos analisado as subpopulacdes de células imaturas
dentro do grupo DN (baseadas na marcacao CD44 versus CD25, podemos considerar
que o processo seletivo definido pela sinalizacéo via pré-TCR resulta em células p6s-
mitoticas DP suscetiveis a estimulacao por fatores como o TGF-f e o GDF11.Uma
maneira possivel de responder essa pergunta seria através de experimentos com timo
fetal em cultura (FTOC) estimulado com GDF11. Com tal estratégia, seria possivel
examinar o impacto do tratamento com rGDF11l em diferentes aspectos da
timopoiese, como por exemplo uma mudanca na proporcédo de células SP maduras e
nos eventos intrinsecos desse estagio, como a inducao de tolerancia central. De forma
geral, é interessante notar que os timécitos SP CD4* possuem tanto uma populacdo
positiva maior quanto uma MFI mais alta em relagédo aos timdcitos SP CD8*, sugerindo
que o GDF11 provavelmente seria funcionalmente mais importante nos linfocitos T
CD4*. Ao compararmos esses dados com os dados previamente obtidos pela base de
dados Skyline de sequenciamento de RNA (106), os timécitos DP também séo os que
mais expressam RNAm para ALKS5, seguidos por timécitos SP CD4 e CD8 com niveis
similares. Os timécitos SP CD8 possuem expressédo de GDF11 e seus receptores em
niveis similares ou menores do que os timocitos SP CD4. Essas observagfes estao
de acordo com o0s nossos achados por citometria de fluxo. Os timécitos SP CD4
apresentaram um maior nivel de expressao para ALK4, ALK7 e GDF11, embora
tenham exibido uma proporc¢éao intermediaria de células positivas se comparados com
os timdcitos DP e CD8. Esses resultados, portanto, sugerem que os timécitos SP CD4

talvez sejam o principal estagio da timopoiese afetado por GDF11.
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Ao observarmos a fase madura do desenvolvimento de linfocitos T CD4 e CD8
no baco, podemos observar resultados similares aos obtidos no timo. Os linfécitos T
CD4 apresentaram também maior populacéo positiva para os receptores ALK4, ALK5S
e ALK7, quando comparados aos linfécitos T CD8, reforgcando a hipotese de que essa
via de sinalizagcéo teria maior capacidade de afetar células T CD4 do que células T
CDS8. Ja foi descrito na literatura que SMAD2 e SMAD 3 séo capazes de regular o
desenvolvimento de linfécitos Thl7 (109,114,115), indicando que essa via de
sinalizagcdo pode estar ligada na diferenciagéo de linfécitos T CD4, tanto na sua fase
intratimica, quanto na sua diferenciacdo apos ativagdo. Além do mais, SMAD2 e
SMAD3 séao responsaveis por mediar a metilacdo do promotor de IL-2, dessa forma
inibindo a producéo dessa citocina em linfocitos T CD4 (116). O que indica ainda uma
possivel funcdo do GDF11, como ativador dessa via, a ter uma funcdo similar a do
TGF-B, como inibidor da proliferagao de células do sistema imune.

Em relacdo as diferentes proporcdes de células positivas para os receptores
ALK, dependendo do grau de maturacao celular, podemos observar algo similar com
os linfécitos B. Em camundongos, os linfécitos B ainda imaturos migram da medula
Ossea para 0 baco. No estagio T1, essas células colonizam uma regido de linfocitos T
denominada bainha linfoide periarteriolar (PALS). Nesse momento, elas passam por
uma selecéo negativa, se diferenciam em T2 e colonizam os foliculos linfoides, onde
sofrerdo a acao de moléculas ativadoras e poderéo se diferenciar em linfocitos B FM
ou em linfécitos B MZ. A partir da nossa analise por citometria, é possivel estabelecer
uma relacdo entre a proporcéo de células positivas para cada um dos receptores de
GDF11 e os diferentes estagios de maturacdo. Aparentemente, 0S estagios
transicionais possuem uma maior proporcdo de células positivas para esses
receptores. No caso das células B se tornarem FM, ha uma diminuicdo da proporcao
das células positivas para todos os trés receptores. Por outro lado, caso ela se torne
uma célula B MZ, a proporcéo de células positivas para todos os receptores aumenta
significativamente. Isso sugere que esses estagios podem estar sob diferentes tipos
de regulacéo e que a sinalizacéo por GDF11atua na transi¢ao das células T2 para FM
ou MZ.

Em relag&o as células mieloides, ndo focamos em seus estagios de maturacao,
mas nas trés principais subpopulacdes presentes no bago — os monacitos, as células
dendriticas e os neutrofilos. Nesse caso, observamos que as células dendriticas e os
neutroéfilos apresentaram maior frequéncia de células positivas para os trés receptores

analisados. JA os mondcitos apresentaram um grupo de células positivas em
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proporcao consideravelmente menor. Isso sugere que a sinalizagao por GDF11 poder
ter acdo sobre a funcdo dessas células fagocitarias, principalmente neutréfilos e
células dendriticas. Considerando ainda que os mondcitos parecem ser fonte de
producdo de GDF11, segundo nossos dados preliminares, eles também parecem ser
alvo da atividade de GDF11 (sinalizagéo autdcrina).

Por sua vez, aimunofluorescéncia de sec¢des do baco revelou uma distribuicéo
periférica de células positivas para ALK4 nas regides de polpa branca, possivelmente
em regides conhecidas como zonas marginais. As zonas marginais possuem células
dendriticas, linfécitos B e macréfagos negativos para F4/80 (89,117). Desta forma, o
padrdao de marcacao observado sugere que o receptor ALK4 possa ser utilizado como
marcador para definir um desses tipos celulares, que ainda precisa ser identificado.
Em especial, essa observacao esta em acordo com 0s nossos achados da citometria
de fluxo, que revelam uma alta proporcao de linfécitos B MZ positivos para ALK4.
Nesse caso, esperariamos observar a marcacao positiva também de ALK5 e ALKY7.
Porém, essas regifes ndo exibiram reatividade para esses receptores.

Em relacdo ao ALK5, observarmos pela citometria de fluxo que os linfécitos B
em geral expressam esse receptor, assim como mondcitos, células dendriticas e
linfécitos T CD4. Essa observacdo ndo condiz com os nossos achados de
imunofluorescéncia e essa discrepancia nos resultados sera discutida adiante.

Em relacdo as marcacdes contra ALK7 e GDF11/8, identificamos células
individuais espalhadas na polpa vermelha do bacgo. No timo, a imunomarcacéo para
GDF11/8 produz um padrdo similar de células individuais espalhadas. Marcacbes
adicionais necessitam ser realizadas para caracterizar quais 0s tipos celulares
produtores e responsivos para GDF11.

A imunofluorescéncia é uma excelente ferramenta para a identificacdo
morfologica de tipos celulares especificos e tecidos. Embora 0s nossos resultados
entre imunofluorescéncia e citometria de fluxo ndo tenham sido totalmente
concordantes, saber a localizacdo tecidual dessas moléculas ajuda a definir os
proximos marcadores a serem utilizados. Na microscopia, a deteccao de diferencas
nas quantidades desses receptores em células individuais presentes em cortes
congelados pode resultar na perda de sinais fracos. Além disso, nimeros reduzidos
de receptores na superficie celular podem néo ter sido detectados devido a influéncia
de outros sinais teciduais circundantes ou da parte o6tica do equipamento. Dessa

forma, é possivel que células exibindo baixos niveis dos receptores (“low”) tenham
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sido negligenciadas durante a definicdo dos niveis de segundo plano. Outra hipétese
seria a maior sensibilidade da citometria devido a analise de células individuais.

Apos realizada a caracterizacdo dos receptores de GDF11 no timo, fica claro
que os timoécitos possuem uma porcentagem da populacdo positiva para esses
receptores. Assim procuramos identificar se 0 GDF11 poderia estar interferindo com
algum processo basico do funcionamento dessas células. Em relacdo ao papel
funcional que o GDF11 pode desempenhar, diversos estudos demonstram que tanto
esse fator quanto o TGF-f3 participam na sobrevivéncia e apoptose celular (112,118—
120).Como o desenvolvimento de timdcitos, principalmente a selecdo negativa e
positiva, envolvem necessariamente morte celular (121,122), para esse trabalho,
focamos na investigacdo da capacidade do GDF11 em regular a sobrevivéncia de
timdcitos totais mantidos em cultura celular. Para isso utilizamos duas concentracdes
diferentes de rGDF11 e um estimulo via receptor antigénico (anti-CD3¢), que funciona
como ativador de timdcitos e leva a morte celular, principalmente de células imaturas.
Dessa forma, foi possivel observar se 0 GDF11 era capaz de provocar ou inibir a morte
de timocitos em cultura celular de duas formas distintas, com ou sem ativacao via
CD3ke.

Para isso, utilizamos as marca¢des com anexina-V e 7-AAD. Essa dupla
marcacao € capaz de discriminar as células viaveis, apoptoticas e mortas. De forma
geral, apés a célula entrar em apoptose, as moléculas de fosfatidilserina presentes na
face intracelular da membrana plasmatica sdo expostas na parte externa da
membrana, o que possibilita o reconhecimento pela anexina-V conjugada com um
fluoréforo. Isso permite a identificacdo de células anexina-V*7-AAD", que estdo em
estagio inicial de apoptose. Caso as células avancem nesse processo de morte celular
programada ou morram por outro mecanismo, COmo a hecrose, ocorre a perda da
integridade da membrana celular, o que permite a entrada do intercalante de DNA 7-
AAD e a identificacdo de células anexina-V*7-AAD*, que podem estar em apoptose
tardia ou mortas (123-125) (Figura 5.1). Os timdcitos avaliados por esses marcadores
de viabilidade celular foram entdo marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8 a
fim de estudarmos a sobrevivéncia celular nos estagios imaturos e maduros de

maturacgéo dos linfocitos T, que incluem as células DN, DP e as SP CD4 e CDS8.
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Figura 5.1: Diagrama demonstrando o funcionamento da marcag&o Anexina-V vs 7AAD. Adaptado de:
https://www.bdbiosciences.com/documents/BD_FACSVerse_Apoptosis_Detection_AppNote.pdf;
acessado em 04/10/2018.

Com isso, podemos observar que dentre essas trés subpopulacdes celulares
estudadas, os timocitos CD4 SP foram aqueles mais suscetiveis a acdo do GDF11.
Na auséncia de ativagao por CD3g, a proporcdo de células viaveis no tempo de 24
horas € menor quanto maior a concentracdo de rGDF11 no meio de cultura. Essa
observacédo condiz com a propor¢cdo aumentada de células apoptoéticas e mortas
nessa condi¢cdo. Entretanto, o GDF11 parece apresentar atividade protetora contra a
morte celular quando os timdcitos sdo ativados por CD3e. Em relacdo aos timécitos
CD8 SP, os resultados foram menos evidentes, indicando somente uma diminui¢céo
da viabilidade celular no grupo de timdcitos ndo estimulados, assim como nos
timocitos CD4 SP. Para as células DP, o rGDF11 parece nao influenciar os
mecanismos de sobrevivéncia celular. Embora o mecanismo pelo qual o GDF11 seja
capaz de estimular a apoptose seja desconhecido, o TGF-3 € capaz de estimular a
apoptose através da cooperacdo com FasL (ligante de receptor FAS), TNF-a e NGF
(fator de crescimento neural), com disparo da cascata de sinalizacdo de MAP
guinases, que leva a regulacao negativa de Bcl-2 e Bcl-x, liberacdo de citocromo c e
ativacdo de caspases (revisado por 121). Esse estimulo a apoptose pelo TGF-B foi
demonstrado como SMAD2/3-dependente (126—-129). Além disso, os receptores de
GDF11 que nédo respondem ao TGF-B, ALK4 e ALK7, também foram identificados
como estimuladores de apoptose pela mesma via (127,130-133). Em conjunto, esses
dados corroboram os nossos dados que demonstram o rGDF11 como ativador de
apoptose em timécitos SP CD4 e CDS8. Interessante ressaltar ainda que, embora o
TGF-B tenha papel apoptoético, existem dados que demonstram que ele é capaz de
agir de forma contraria em linfécitos T ativados, inibindo FasL e a consequente
apoptose por ativacéo (134). Mais especificamente, como tendo papel supressor da

ativacdo em linfocitos T CD8 naive, porém promovendo sua sobrevivéncia, uma vez
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que essas ceélulas entram em contato com antigeno (135). Outro trabalho realiza
inclusive uma comparacao do efeito inibidor de proliferacdo do TGF- em linfocitos T
CD4 e linfécitos T CD8, demonstrando que embora essa inibicdo ocorra em ambas as
populacdes celulares ndo ativadas, a sobrevivéncia ocasionada pelo TGF-B apés
ativagdo, é dependente de SMAD3 para os linfocitos T CD8, mas néo para os linfocitos
T CD4, indicando que o TGF-B atua de forma diferente e através de mecanismos
celulares distintos nessas populacdes celulares (136). Esses dados corroboram os
nossos resultados, onde o GDF11 possui um efeito protetor da viabilidade celular ap6s
ativagcdo, mais nitidamente nos timécitos SP CD4, podendo entdo também exercer
funcao diferencial em cada uma dessas subpopulacdes timicas.

Levando em consideracdo esses dados sobre viabilidade celular, em conjunto
com os dados de caracterizagao para os receptores de GDF11 no baco e no timo, os
linfécitos T CD4 possuem uma maior proporcdo de células que expressam 0s
receptores para GDF11, em comparacédo aos linfécitos T CD8, principalmente o ALK5
e 0 ALK7. Sabemos também que o ALK5 é fundamental para que alguns linfocitos T
CD4 se desenvolvam em células Treg, visto que o TGF-[3 € responsavel por estimular
a sobrevivéncia dessas células ao escaparem da sele¢cdo negativa (137). Além disso,
camundongos que ndo possuem ALK5 tém a diferenciacdo de células Treg
bloqueadas (57). Assim como o TGF-, o GDF11 também pode estar envolvido em
algum mecanismo de sobrevivéncia de parte dos linfécitos T CD4, que expressam
esses receptores de membrana ao escaparem da selecdo negativa e se tornarem
células Treg. Por outro lado, os timdécitos DP, que sdo 0s que apresentam uma
populacao positiva mais abundante para esses receptores, aparentemente néo foram
suscetiveis a acdo do rGDF11 como regulador de viabilidade celular.

E importante lembrar que o GDF11, Gdf8 e o TGF-B compartilham pelo menos
um receptor em comum, o ALK5 (51). Entretanto, existe evidéncia que o modo pelo
qual eles se ligam a esses receptores, assim como as combinacdes entre 0s
receptores de tipo 1 e tipo 2, sdo frutos de uma vantagem evolutiva e sdo essenciais
para que cada molécula exer¢ca uma funcao diferente, variando tanto a conformacéao
final ligante-receptor, quanto a poténcia de ativacdo da cascata intracelular (SMAD)
(51,138). Ainda assim, entendemos a necessidade de repetir o efeito observado em
conjunto com outras moléculas recombinantes ou com inibidores das mesmas.
Também seria de grande valia a separacdo dos timocitos através de técnicas de
sorting, que possibilitariam estudar a funcdo do GDF11l sem a interferéncia do

conjunto total de células do 6rgao, e dessa forma observar se o efeito observado é de
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fato pela agdo do GDF11 nessas células, ou se € dependente de ativagdo de outras
células do mesmo tecido pelo GDF1l. Em relacdo a caracterizacdo e a alta
porcentagem de células DP positivas para os ALKs, experimentos com timos fetais
em cultura (FTOC) serdo de grande importancia para testar a hipotese de que o
GDF11 é capaz de modular ou direcionar a maturacdo timica (experimentos em
andamento). Além disso, também é necessaria a identificacdo de células produtoras
especificamente de GDF11, tanto no baco quanto no timo, 0 que nos permitira uma
visdo mais completa das interacdes celulares que podem estar participando desse

mecanismo.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os receptores ALK4, ALK5 e ALK7 estao presentes durante todos os estagios
de maturacao dos timaocitos, além de também estarem presentes em linfocitos T e B
e células de origem mieloide. Isso inclui células em desenvolvimento e células
maduras, indicando que todas essas células possuem os receptores de membrana
necesséarios para o reconhecimento do GDF11l. A maior propor¢do no baco de
linfécitos T CD4 maduros positivos para os receptores para GDF11, pode indicar
possivel funcdo na diferenciacdo dessas células em células efetoras. Além disso,
conseguimos observar que o rGDF11 protege os timocitos T CD4 em estagio final de
amadurecimento, da morte celular induzida pela ativagdo com anti-CD3¢ em cultura.
Isso ocorre principalmente nos timocitos SP CD4, e em menor propor¢cao nos timocitos
SP CD8, indicando que o GDF11l possa atuar na sobrevivéncia dessas duas
subpopulac¢des de modo distinto. Também é importante ressaltar que essa regulacao
por rGDF11 da morte de timdcitos SP CD4 pode ser importante para a diferenciacéo
de células Treg timicas. Esses dados corroboram a nossa hipotese de que GDF11
desempenha importante papel no amadurecimento dos timécitos, embora para a uma

definicdo mais completa sobre sua fun¢éo, serdo necessarios outros estudos.
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