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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Interações de células T reguladoras tímicas com a matriz extracelular: estudos em 

camundongos geneticamente deficientes em Wasp 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Larissa Vasconcelos Fontes 

A Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS – “Wiskott-Aldrich Syndrome”) é uma 

imunodeficiência primária associada a infecções recorrentes e ao desenvolvimento de doenças 

autoimunes e linfomas. Essa imunodeficiência se desenvolve em consequência de mutações 

no gene que codifica a proteína WASP (“WAS Protein”), expressa em células 

hematopoiéticas, e com funções reguladoras sobre os rearranjos do citoesqueleto de actina e 

na ativação de linfócitos T. Nesse sentido, camundongos deficientes em Wasp (Wasp 

“knockout” – WKO) apresentam desregulação de processos centrais para a resposta 

imunológica, resultando em migração leucocitária aberrante, proliferação linfocitária 

deficiente, e disfunção de células T reguladoras (Treg). De forma interessante, foi 

demonstrado que as células Treg, definidas pelo fenótipo CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
e com função 

imunossupressora, já se encontram em menor número no timo desses animais. Esse dado 

sugere que a deficiência em Wasp resulta em defeito na geração intratímica de células Treg. 

Nesse contexto, é importante salientar que a migração do timócito através do microambiente 

tímico é crucial para a formação das células T e, particularmente, a matriz extracelular exerce 

uma função determinante para os eventos de adesão e de-adesão da célula migrante. Assim, 

podemos postular que a matriz extracelular medeia interações cruciais para as células Treg 

tímicas (tTreg), fornecendo e facilitando o acesso aos diferentes sinais celulares durante o 

processo de maturação dessas células. Nesse projeto, decidimos estudar a participação de 

ligantes e receptores da matriz extracelular na maturação de células tTreg e o possível 

envolvimento dessas moléculas na deficiência numérica de células tTreg em camundongos 

WKO. Foi observada uma diminuição da rede de fibronectina na região medular do timo dos 

animais WKO em relação ao controle. Além disso, observamos uma redução de células tTreg 

expressando VLA-4 e VLA-5 nos animais WKO em relação ao controle. As análises de 

proliferação, ativação e morte demonstraram que as células Treg de animais WKO 

apresentam alterações em relação às células precursoras (CD4
+
CD8

-
CD25

+
Foxp3

-
). De forma 

interessante, as análises de adesão em fibronectina demonstraram que as células Treg dos 

animais WKO apresentam menos filopódios que as células Treg do controle, e que essa 

diminuição é proeminente comparando-se às células T CD4 SP. Esses resultados sugerem que 

a fibronectina tenha importância na diferenciação das células tTreg.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Interações de células T reguladoras tímicas com a matriz extracelular: estudos em 

camundongos geneticamente deficientes em Wasp 

ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Larissa Vasconcelos Fontes 

 

The Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is a primary immunodeficiency associated with 

recurrent infection and development of autoimmune diseases and lymphomas. This immune 

deficiency develops as a result of mutations in the gene encoding the WASP protein ("WAS 

protein"), expressed in hematopoietic cells, and with regulatory functions on the actin 

cytoskeleton rearrangements and activation of T lymphocytes. Accordingly, mice deficient in 

Wasp (Wasp "knockout" - WKO) present disruption in central processes to the immune 

response, resulting in aberrant leukocyte migration, impaired lymphocyte proliferation and 

dysfunction of regulatory T cells (Treg). Interestingly, it was shown that Treg cells defined by 

the CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 phenotype and immunosuppressive function, already decreased in the 

thymus of the animals. This suggests that the Wasp deficiency results in defective intrathymic 

generation of Treg cells. In this context, it is important to note that the migration of the 

thymocyte through the thymic microenvironment is crucial for the formation of T cells and, 

particularly, the extracellular matrix has a decisive role in the events of adhesion and de-

adhesion of migrant cell. Thus, we postulated that the extracellular matrix mediates 

interactions crucial for thymic Treg cells (tTreg) by providing and facilitating access to 

different cellular signals during the maturation process of these cells. In this project, we 

decided to study the role of ligands and receptors of extracellular matrix in the maturation of 

tTreg cells and the possible involvement of these molecules in numerical deficiency tTreg 

WKO cells in mice. We observed a decrease in fibronectin network in the medulla of the 

thymus of WKO animals compared to the control. In addition, a decrease in  cells expressing 

VLA-4 and VLA-5 in WKO animals compared to the control. The analysis of proliferation, 

activation, and death demonstrated that Treg cells animals in WKO showed changes from 

precursor cells (CD4
+
CD8

-
CD25

+
Foxp3

-
). Interestingly, adhesion on fibronectin showed that 

Treg cells from WKO animals present less filopodia compared to control Treg cells and that 

this is a marked decrease as compared to the CD4 SP cells. These results suggest an important 

role for fibronectin in the differentiation of Treg cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 O sistema imune é originado a partir de células-tronco hematopoiéticas, provenientes 

do fígado fetal e da medula óssea, que colonizam órgãos específicos para seu amadurecimento 

e seleção, dando origem a células responsáveis pelo sistema imune inato e adaptativo. O 

sistema imune adaptativo envolve uma complexa rede de mecanismos de defesa e regulação, 

capitaneados por linfócitos T e B, e que estão diretamente relacionados com o 

reconhecimento de antígenos por receptores específicos (Flajnik e Kasahara 2010). A 

formação do repertório de linfócitos T ocorre essencialmente em um órgão especializado, o 

timo, e consiste em etapas determinantes durante o desenvolvimento dos timócitos, 

dependendo do controle de diferentes interações moleculares com células do microambiente 

tímico (Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007).  

1.1) O TIMO 

 O timo é um órgão linfoide primário, bilobado, situado no mediastino anterior, na 

altura dos vasos que emergem do coração (Figura 1). É revestido por uma cápsula de tecido 

conjuntivo denso, de onde partem septos que dividem cada lobo em lóbulos contínuos. Estes 

apresentam uma região externa chamada córtex, onde existe uma densa acumulação de 

linfócitos, e uma região medular central, menos povoada por células linfoides (Figura 2). O 

lóbulo tímico pode ser dividido em 4 compartimentos distintos: a zona subcapsular, o córtex, 

a junção córtico-medular e a medula (Crivellato et al. 2004; Gameiro et al. 2010). 

 

Figura 1: Localização anatômica do timo em humanos. (A) Localização do timo no mediastino anterior. (B) 

O timo dividido em lobo direito e lobo esquerdo, as setas demonstram os septos que dividem o lobo em lóbulos. 

Fonte: Modificado de http://my.opera.com/khabat/blog/thymus-gland 
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Figura 2: Fotomicrografia histológica de timo humano. Fotomicrografia representativa de vários lóbulos, 

onde é possível distinguir a área medular, clara, e a zona cortical, escura. Coloração por pararosanilina e azul-de-

toluidina. Pequeno aumento. Fonte: Junqueira, L.C.U & Carneiro, J. , 2008. 
 

 O parênquima tímico (Figura 3) é principalmente constituído por timócitos em 

processo de desenvolvimento e seu microambiente, composto por células não linfoides, como 

células epiteliais tímicas corticais (cTECs), células epiteliais tímicas medulares (mTECs), 

fibroblastos, células dendríticas  e macrófagos. O timo se organiza de maneira tridimensional 

e tem uma rede de matriz extracelular (ECM) entremeada a todos esses componentes (van 

Ewijk et al. 1999; revisado por Savino et al. 2004). Esta rede celular envolve os vasos 

sanguíneos no córtex e efetivamente isola linfócitos em desenvolvimento excluindo a 

possibilidade de contaminação dessas células com antígenos próprios (barreira hemato-

tímica), um mecanismo fundamental para que ocorra a tolerância central, que é responsável 

por eliminar células autorreativas ainda no timo (Sprent e Kishimoto 2001; Gameiro et al. 

2010) 

 As TECs são populações heterogêneas de células que vão povoar o timo e ocupar 

regiões específicas. Elas podem formar nichos especiais, como, por exemplo, a célula nurse 

do timo (TNC, do inglês, “thymic nurse cell”), que se localiza no córtex e pode abrigar um 

grande número de timócitos. E, por apresentarem altos níveis de MHC de classe I e II 

(moléculas do complexo principal de histocompatibilidade) podem ser responsáveis pela 

seleção positiva dos timócitos em desenvolvimento. Na medula, as TECs encontram-se menos 

conectadas, porém, são heterogêneas (revisado por Crivellato et al. 2004; Savino et al. 2004). 

Essas células, também vão produzir citocinas, quimiocinas, neuropeptídeos e hormônios 

essenciais para a migração e diferenciação dos timócitos (Savino e Dardenne 2010; Savino et 

al. 2015b). 
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Figura 3: Representação Esquemática da Migração Intratímica de Linfócitos T e Microambiente Tímico. 
(A) Um modelo simplificado de migração do timócito, desde a entrada do precursor na junção córtico-medular, 
sua migração dentro do órgão com consequente diferenciação, até a formação do timócito maduro CD4+ ou 

CD8+. (B) Esquema do lóbulo tímico mostrando a relação entre os timócitos e o microambiente tímico de 

acordo com a região em que se encontra. Fonte: Savino et. al., 2002. 

 

As citocinas são peptídeos solúveis produzidos pelo microambiente tímico, e algumas 

agem como fatores de crescimento e são responsáveis pela estimulação da linfopoiese. As 

citocinas comumente produzidas são as interleucinas (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-7 e fator de célula 

tronco (SCF, do inglês “stem cell factor”). A IL-7 desempenha um papel no 

comprometimento com células T auxiliando na diferenciação e sobrevivência, sendo 

produzido por todo estroma, e a IL-2 é necessária para a sobrevida e para a função das células 

Treg (Savino et al. 2004; Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007). 

Já as quimiocinas (citocinas quimiotáticas), contribuem para a funcionalidade do 

microambiente tímico em dirigir o processo migratório dos timócitos. Dependendo da fase de 

maturação, os timócitos mudam a expressão dos receptores de quimiocinas. A maioria das 

quimiocinas é encontrada na forma solúvel e pode ser imobilizada pelas moléculas da ECM. 

As quimiocinas são cruciais para o tráfego linfocitário, como por exemplo, a CCL21, CCL25 

e CXCL12 que são quimioatrativos vitais em diferentes estágios de maturação dos timócitos 

propiciando que os precursores de células T alcancem a camada cortical; CXCL2 e CXCR4 

medeiam o fluxo de timóctos da região sub-capsular à região córtico-medular dirigindo o 

timócito à região medular e, por fim, as quimiocinas CCL19 e CCL21 estão envolvidas na 

saída de timócitos maduros para periferia (revisado em Gameiro et al. 2010). 

Além desses componentes, o timo ainda vai apresentar uma densa rede de ECM que 

vai auxiliar no tráfego de timócitos por todo parênquima tímico, voltaremos a falar desse 

componente no tópico 1.3. 
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A migração dos timócitos em desenvolvimento através deste microambiente 

especializado é crucial para a sua maturação, seleção e determina a função desse repertório de 

células T (Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007), eventos que discutiremos a seguir. 

 

1.2) DESENVOLVIMENTO, MATURAÇÃO E SELEÇÃO DE 

TIMÓCITOS 

As células do microambiente tímico e a ECM emitem múltiplos sinais que promovem 

o desenvolvimento dos timócitos, e que são essenciais para a manutenção da população de 

células T circulantes. Em resposta a estes sinais, os timócitos em desenvolvimento são 

induzidos a proliferar e migrar através do parênquima tímico, diferenciando-se em linfócitos 

T maduros. Estas etapas do desenvolvimento dos linfócitos T ocorrem em regiões anatômicas 

específicas do timo, onde existem diferentes células microambientais especializadas (Savino 

et al. 2004; Von Boehmer 2004; Petrie e Zúñiga-Pflücker 2007).  

Os progenitores de linfócitos T que se desenvolvem no timo migram ativamente pelo 

órgão, interagindo com o microambiente cortical e medular através de interações célula-célula 

e célula-ECM ou, ainda, através da liberação de fatores solúveis (Savino et al. 2002, 2004; 

Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007; Savino e Dardenne 2010). 

Conforme citado previamente, timócitos em diferentes estágios de maturação ocupam 

regiões distintas no timo, indicando que a diferenciação é simultânea com a altamente 

coordenada migração através do microambiente (Figura 4). Os progenitores imaturos 

provenientes da medula óssea (ETPs) entram na junção córtico-medular. Essas células 

migram para a zona subcapsular no córtex e passam a ser chamados de duplo-negativos 

(estágio DN1) por não expressarem os correceptores CD4 ou CD8 nem o CD25 (CD4
-
CD8

-

CD44
+
CD25

-
) (Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007; Petrie e Zúñiga-Pflücker 2007). No córtex, 

essas células passam a expressar o CD25 (a cadeia  do receptor da IL-2), e então passam a 

ser chamadas de DN2 (CD4
-
CD8

-
CD44

+
CD25

+
) (Schmitt et al. 2004; Hauri-Hohl et al. 2014). 

Na fase DN2 começa a acontecer a recombinação do TCR, a recombinação D-J, divergindo 

em duas linhagens  versus . A primeira recombinação acontece no TCR e TCR. Dessa 

forma, os timócitos comprometidos com a linhagem  são formados primeiro (Dudley et al. 

1994; Ciofani e Zúñiga-Pflücker 2007; Petrie e Zúñiga-Pflücker 2007). Já na fase DN3 (CD4
-

CD8
-
CD44

-
CD25

+
), o lócus do TCRβ sofre a recombinação V-DJ e o timócito em maturação 

passa a apresentar então o pré-TCR, as células que tem um rearranjo improdutivo sofrem 
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apoptose e são fagocitadas por macrófagos e células dendríticas. Essse processo é conhecido 

como seleção  (Dudley et al. 1994; Surh e Sprent 1994). Se a recombinação tem êxito, 

ocorre uma redução da expressão de CD25 e a expansão de timócitos, chamados então de 

DN4 (CD4
-
CD8

-
CD44

-
CD25

-
) (Crompton et al. 1994; Yamasaki et al. 2006). Os timócitos 

continuam sua migração em direção à medula e sofrem o rearranjo da cadeia  do TCR e 

passam então a expressar os dois receptores CD4 e CD8, nesse estágio as células têm fenótipo 

CD4
+
CD8

+ 
e são chamadas de duplo-positivas (DP) (Petrie et al. 1993; Dudley et al. 1994). 

Durante a migração, as cTECs apresentam peptídeos através da molécula de MHC às células 

em desenvolvimento. As células que interagem com baixa afinidade estão aptas a sobreviver, 

e ao reconhecer as moléculas de MHC de classe I se tornam células simples-positivas (SP) 

para o receptor CD8 e as células que reconhecem as moléculas MHC de classe II se tornam 

células T CD4 SP. Esse mecanismo é denominado de seleção positiva e auxilia para que as 

células aptas continuem a migração até a medula, onde elas vão terminar sua maturação, além 

de desencadear uma maquinaria transcricional que operam distintamente para diferenciação 

final (Singer et al. 2009; Morris e Allen 2012). As células que se ligaram com alta avidez ao 

MHC passam a estar sob controle de mecanismos de indução à tolerância. Esses mecanismos 

compreendem principalmente os processos de deleção clonal, edição de receptor, anergia e 

desvio clonal (Xing e Hogquist 2012). 

Dentro da medula, o timócito sofre a seleção negativa ou deleção clonal, um 

mecanismo de tolerância que vai prevenir a autoimunidade. A deleção clonal é dependente 

das mTEC e das células dendríticas, mas a distinção é exercida em função da duração e força 

da interação com o TCR e os consequentes diferentes níveis de sinalização intracelular 

(Hinterberger et al. 2010). As mTECs vão apresentar antígenos próprios específicos de 

tecidos (TSAs do inglês “tissue-specific self-antigens”) e vão selecionar os timócitos aptos a 

saírem do timo. As células dendríticas medulares (mDCs) vão ser importantes na indução da 

apoptose nos timócitos autorreativos. Os timócitos que interagem com elevada afinidade e 

forte sinalização com o complexo MHC-peptídeo próprio entram em processo de morte por 

apoptose através da ativação da caspase 8. As mTec expressam o gene AIRE (definido a partir 

do termo “autoimmune regulator”) que regula a expressão de diversos TSAs para 

desenvolvimento de timócitos de maneira dose-dependente, impedindo que células 

autorreativas saiam do timo (revisado em Savino e Dardenne 2010; Xing e Hogquist 2012; 

Passos et al. 2015). Além dessas células clássicas, foi visto recentemente que células B e os 
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próprios timócitos se ligando de forma estável a outros timócitos podem auxiliar na seleção 

negativa (Melichar et al. 2014).   

 

Figura 4: A visão do desenvolvimento de células T nas zonas de sinalização. Os limites das principais áreas 

histológicas, córtex (C), e na medula (M), são demarcados por uma linha tracejada (a). Zonas 1 a 7 são 

codificados por cores e representam os estágios pelos quais o timócito vai transcorrer durante a maturação. A 

linha diagonal separa as zonas de movimento para o exterior (superior esquerdo), e o movimento para o interior 

(inferior direito) (b). O padrão de migração de células progenitoras no timo é representado por uma camada de 

células linfoides. As densidades relativas indicam vagamente zonas de proliferação de timócitos (c). Fonte: 
Petrie & Zuniga-Pflucker, 2007. 

  

Células que reconhecem com determinada avidez aos antígenos apresentados pelo 

MHC de classe II das mTECs podem sofrer um desvio clonal, que compreende uma série de 

estímulos que levam à geração de células T reguladoras (Treg) que serão discutidas com mais 

detalhe no tópico 1.4 (Xing e Hogquist 2012).  

 

1.3) A REDE DE MATRIZ EXTRACELULAR (ECM) 

 Durante a migração dos timócitos, os eventos de adesão e de-adesão, principalmente 

uma adesão moderada, são cruciais para que os timócitos entrem em contato com os sinais 

corretos para sua maturação. Nesse contexto, a rede de ECM é fundamental para esses 

eventos adesivos e de-adesivos, auxiliando no complexo tráfego intratímico de células T em 

desenvolvimento (Savino et al. 2004). Os fibroblastos e TECs vão expressar ainda a molécula 

de adesão intracelular-1 (ICAM-1), capaz de promover a adesão de timócitos maduros (Le 

and Singer 1993). O microambiente tímico produz diversas isoformas de glicoproteínas dessa 

complexa rede de ECM como, por exemplo, fibronectina, laminina e colágeno tipo IV. Esses 

componentes serão fundamentais para os eventos adesivos que ocorrem no timo. 
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A ECM foi descrita no timo pela primeira vez na década de 60 (Henry 1967) e 

diversos estudos em nosso laboratório descreveram a presença e distribuição no timo de 

fibronectina, diversos tipos de colágeno e isoformas de laminina (Berrih et al. 1985); assim 

como tenascina (Freitas et al. 1995), além de moléculas que se associam à ECM, como a 

galectina (Villa-Verde et al. 2002). Foi mostrado que essas proteínas eram mais concentradas 

na região medular do timo, onde eram mais espessas e frequentes, quando comparadas às 

fibrilas no córtex (Lannes-Vieira et al. 1993; Savino et al. 2004; Gameiro et al. 2010). 

 Um componente fundamental da ECM são os colágenos que se apresentam em até 28 

tipos diferentes. A principal característica estrutural de todos os colágenos é a existência de 

uma hélice tripla. O timo apresenta os colágenos tipo I, tipo III e tipo IV, que são encontrados 

nos septos, na cápsula tímica e em todo parênquima tímico (Berrih et al. 1985). 

A laminina é uma glicoproteína que exibe propriedade de adesão em diversos 

sistemas. Sua estrutura é formada por 3 polipeptídeos (Colognato e Yurchenco 2000). Ela 

forma uma densa rede medular e uma rede fibrilar no córtex. A sua família é composta por 

mais de 16 variantes, mas um grupo restrito de variantes está expresso no timo, e a laminina-

211 é a principal variante que está envolvida da progressão de células DN em DP através da 

adesão do timócito em desenvolvimento com a laminina (Lannes-Vieira et al. 1993; Ocampo 

et al. 2008; Savino et al. 2015a). 

1.3.1) A FIBRONECTINA E O TIMO 

A fibronectina é secretada como uma glicoproteína grande com subunidades de 

tamanho entre 230kDa a 270kDa, que monta uma matriz fibrilar ao redor das células. Ela foi 

isolada pela primeira vez em 1978, do sangue, e foi caracterizada como um forma plasmática 

(Edsall 1978); a forma celular está presente em diversos tecidos. Cada subunidade de 

fibronectina consiste em três módulos de unidades de repetição, cada um dos quais tem 

estruturas distintas: tipo I, tipo II e tipo III (Figura 5). Esses módulos apresentam motivos de 

ligação aos quais as integrinas e outras regiões adesivas presentes nas células irão se ligar 

(Schwarzbauer e DeSimone 2011; Mouw et al. 2014). De forma geral, a fibronectina é 

importante na cicatrização (Kilian et al. 2008), na fagocitose (Kraft et al. 2015), fibrilogênese, 

desenvolvimento embrionário, na adesão, na migração e diferenciação celular (Schwarzbauer 

e DeSimone 2011).   

A fibronectina é o maior componente estrutural do timo e, é mais encontrada na 

medula e nos septos do órgão. Nesse sentido, o timo apresenta uma região corticomedular rico 

em fibronectina. Ela encontra-se adjacente às células epiteliais, e sua expressão seletiva na 
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medula sugere um significado funcional na organização cortical/medular (Berrih et al. 1985). 

Duas isoformas diferentes de fibronectina são encontradas: a reconhecida pelo receptor 

CD49e/CD29 (também conhecido como VLA-5 ou 51, que se liga ao motivo de ligação 

RGD) e está distribuida por todo parênquima tímico, e uma reconhecida pelo CD49d/CD29 

(também conhecido como VLA-4 ou 41, que reconhece o motivo de ligação CS1, definida 

como região variável na Figura 5) (Crisa et al. 1996; Savino et al. 2002). A redução da 

densidade dos receptores para fibronectina está relacionada com a diminuição da adesão dos 

timócito (Savino et al. 2002). 

As respostas adesivas e migratórias em fibronectina podem ser reguladas por diversos 

mecanismos como a modulação das integrinas, que são responsáveis pela estabilização da 

adesão e da capacidade e eficiência da migração de timócitos na dependência do seu estado de 

maturação, da quantidade de fibronectina presente no microambiente e de splicings 

alternativos que vão modificar os sítios de ligação (Crisa et al. 1996; Savino et al. 2002). Para 

se ligar à ECM, os timócitos apresentam receptores chamados de integrinas, abordados a 

seguir.  

 

 

Figura 5: Molécula de fibronectina. Um modelo simplificado da molécula de fibronectina e suas respectivas 

regiões de ligação a outras moléculas da ECM ou a células. Na parte superior da figura temos a montagem da 

molécula e as regiões que formam a molécula. Na parte inferior temos o dímero de fibronectina formado pela 

ligação de pontes dissulfeto entre os monômeros, mostrando a forma ativa e a forma inativa da molécula. Fonte: 

Modificado de Mouw et al. 2014. 
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 1.3.2) AS INTEGRINAS 

O microambiente tímico além de produzir a ECM também expressa os receptores de 

ECM, principalmente integrinas, que são uma família de glicoproteínas heterodiméricas 

transmembranares presentes em quase todas as células (Barczyk et al. 2010). Essas, por sua 

vez, medeiam o processo de interação de timócitos com a rede de ECM e têm impacto no 

processo de adesão/migração e de diferenciação dessas células, visto que a expressão de 

integrinas varia de acordo com os estágios de maturação (Lannes-Vieira et al. 1993; Savino et 

al. 2004; Gameiro et al. 2010). 

São reconhecidos pelo menos 24 heterodímeros de integrinas, que são formados pela 

combinação de 18 subunidades  e 8 subunidades  que interagem de forma não covalente, 

apresentando um domínio extracelular, um domínio transmembranar tipo I e um domínio 

citoplasmático que se conecta ao citoesqueleto. Além de agir como moléculas adesivas, as 

integrinas são importantes em outros processos celulares, como diferenciação e proliferação, e 

estão expressas tanto em timócitos como em TECs (revisado por (Chen et al. 2013).  A 

expressão de componentes de ECM no timo correlacionados com a expressão dos receptores 

para fibronectina (VLA-4 e VLA-5) e os receptores de laminina (VLA-6 e VLA-3) estão 

relacionados com a diferenciação dos timócitos e celulas do microambiente (Cotta-de-

Almeida et al. 2003). 

O VLA-4, receptor do motivo de ligação CS1, da fibronectina, é expresso em quase 

todos os timócitos humanos, sendo maior a expressão em timócitos DN, as DP expressam um 

pouco menos e as células SP expressam 10% menos que as DN. Já o VLA-5, que reconhece o 

motivo de ligação RGD, também é expresso em boa parte dos timócitos, mas ao contrário do 

VLA-4, as células SP tem um aumento na expressão desse receptor (Mojcik et al. 1995). 

A integrina CD49f/CD29 (VLA-6 ou 61) interage com a laminina, e, é necessária 

para sobrevivência de timócitos SP imaturos (Lannes-Vieira et al. 1993; Ocampo et al. 2008). 

Outra integrina que também foi descrita como capaz de interagir com a laminina foi a 

CD49c/CD29 (VLA-3 ou 31) (Mojcik et al. 1995).   

As integrinas VLA-1(11) e VLA-2 (21) são os principais receptores para os 

colágenos presentes no timo. No entanto, já foi descrito que o VLA-3 também pode se ligar 

ao colágeno (Shimizu e Shaw 1991). 

1.3.3) OUTRAS MOLÉCULAS ENVOLVIDAS COM A ECM 

 É importante destacar que a ECM não atua sozinha, visto que tem sido relatado que ela 

pode se associar diretamente com as quimiocinas, como por exemplo, a ligação de CXCL12 
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com a fibronectina que resulta em maior maturação dos timócitos do que quando observadas 

separadamente (Gameiro et al. 2010). Além da CXCL12, a migração induzida por CCL19 

mais fibronectina é maior do que quando essas moléculas agem sozinhas. Essas interações 

também parecem aumentar a adesão do timócito à ECM (Savino et al. 2004).  

 Destaque-se ainda a presença intratímica de uma classe de moléculas reguladoras da 

expressão de ECM, as metaloproteinases de matriz (MMPs). Elas compõem uma família de 

enzimas capazes de degradar a ECM, como as colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18), as 

gelatinases (MMP-2 e -9) e as estromelisinas (MMP-3, -10 e -11), que degragam fibronectina, 

laminina e proteoglicanos, e também as matrilisinas (MMP-7 e -26), que degradam as 

moléculas de adesão das células e outras MMPs associadas à membrana  (Gameiro et al. 

2010). Um exemplo de MMPs associadas à membrana são as desintegrinas e 

metaloproteinases (ADAMs), uma família de glicoproteínas de membrana e secretadas que 

tem duas funções: a de adesão e a de degradação da ECM e acredita-se que estejam 

relacionadas com o desenvolvimento de células T  (Seals and Courtneidge 2003; Manilay et 

al. 2005). A presença dessas enzimas no timo contribui para um processo de migração do 

timócito altamente regulado (Savino et al. 2004), e a inibição das metaloproteinases leva a 

uma inibição da maturação dos timócitos em etapas iniciais do desenvolvimento tímico, 

quando eles ainda são células DN (Guérin et al. 1997). Um resumo das interações que 

ocorrem entre os timócitos e as células do microambiente está representado pela Figura 6. 

 

 

Figura 6: Representação esquemática dos tipos de interações que podem ocorrer durante a diferenciação 

dos timócitos. Em (1), a interação com o receptor de quimiocina-quimiocina entre um timócitos e uma TEC. Em 

(2) temos a interação entre ECM mediada por integrina. Uma molécula de ECM pode se ligar a uma quimiocina 
e a um timócito (3) e em (4) temos as tesouras como as metaloproteinases modificando as interações 2 e 1. 

Fonte: Savino et al. 2002.  
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1.4) AS CÉLULAS T REGULADORAS  

O sistema imune sadio deve manter o balanço entre a capacidade de responder a 

agentes infecciosos e de sustentar a autotolerancia. A ausência de resposta adequada submete 

o indivíduo aos efeitos de uma resposta descontrolada. Dessa forma, o sistema imune tem que 

ser capaz de deter antígenos estranhos, finalizar a resposta imune após a resolução e montar 

mecanismos de controle da autorreatividade de células que escaparam da seleção negativa. 

Para a manutenção da homeostasia e da tolerância periférica um grupo de células é essencial, 

as células Treg, que são linfócitos T produzidos no timo normal como uma subpopulação 

funcionalmente distinta de células T ou produzidas na periferia dependendo dos estímulos que 

elas sofram.  

1.4.1) HISTÓRICO 

As primeiras descrições de células especializadas na regulação da resposta imune 

ocorreram na década de 70. Naquela época, foi descrito que a depleção de determinadas 

células T em animais normais poderia causar doenças autoimunes, e que a reconstituição 

destas células, prevenia e era capaz de suprimir o desenvolvimento dessas doenças (Gershon e 

Kondo 1970). Avançando para a década de 90, foi observado que uma pequena população de 

linfócitos T CD4
+
 tinha uma ação supressora e conseguia, de alguma forma, inibir as 

respostas de células T CD4 e T CD8 em enxertos (Hall et al. 1990). Ainda nessa década, 

Sakaguchi e colaboradores (Sakaguchi et al. 1995) caracterizaram uma subpopulação de 

linfócitos T CD4
+
 que expressava a cadeia  do receptor de IL-2 (CD25) e demonstraram 

através de ensaios de transferência celular que essas células eram responsáveis pela supressão 

do desenvolvimento de doenças autoimunes.  

Em humanos, as Tregs representam de 5% a 10% do total de linfócitos T CD4 no 

sangue periférico (Baecher-Allan et al. 2001); já nos órgãos linfoides periféricos de 

camundongos, essas células constituem 10% dos linfócitos T CD4 e 1% dos linfócitos T CD8 

(Holm et al. 2004; Ohkura e Sakaguchi 2010). 

Em 2001 foi identificado, em modelo murino, o fator de transcrição Foxp3 (do inglês 

“Forkhead box P3”), um novo membro da família “forkhead/winged-helix” de fatores de 

transcrição e altamente conservado em humanos (Bennett et al. 2001; Wildin et al. 2001). Do 

ponto de vista molecular, esse fator de transcrição é um marcador preferencialmente expresso 

em células Treg CD4
+
CD25

+
 tímicas e periféricas, distinguindo-as das células T CD4

+
 

efetoras. Foi demonstrado que células T naive transfectadas com o mRNA Foxp3 adquirem 
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características de células supressoras passando a produzir citocinas e outras moléculas 

relacionadas às Treg. Sendo assim, o Foxp3 é definido como o regulador principal para a 

diferenciação de células Treg, um fator central para o desenvolvimento intratímico e para 

função de células Treg (Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003).  

Nesse contexto, pacientes com mutação no gene Foxp3 apresentam a síndrome IPEX 

(do inglês, “Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome”),  

caracterizada por eventos de imunodesregulação com geração de clones de linfócitos T 

autorreativos que agridem múltiplos órgãos (Chatila et al. 2000; Bennett et al. 2001; Wildin et 

al. 2001; Levings et al. 2002). Camundongos com mutação ou inativação gênica de Foxp3 

(camundongos scurfy) desenvolvem uma síndrome autoimune letal, que causa uma 

proliferação descontrolada de linfócitos T CD4
+
 e acometimento de múltiplos órgãos (Clark et 

al. 1999; Brunkow et al. 2001). Desse modo, Foxp3 é um regulador crítico para o 

desenvolvimento e a função de células Treg CD4
+
CD25

+
 (Fontenot et al. 2005b; Curotto de 

Lafaille and Lafaille 2009; Ohkura and Sakaguchi 2010). 

1.4.2) MARCADORES DE CÉLULAS TREG 

Conforme descrito acima, as células Treg expressam altas concentrações de CD25 em 

sua superfície e o fator de transcrição Foxp3, sendo assim definidas fenotipicamente como 

células CD4
+
CD25

+
 Foxp3

+
. No entanto, outros marcadores são encontrados nessa célula. A 

cadeia β (CD122) e a cadeia γ (CD132) do IL-2R, ajudam a formar o receptor juntamente com 

a cadeia , formando então um complexo de alta afinidade para IL-2, que é essencial para a 

maturação das células Treg (Thornton e Shevach 1998; Thornton et al. 2004). Ainda, a 

presença de CTLA-4 e GITR e a baixa expressão de CD127, embora não sejam marcadores 

exclusivos de Treg, são utilizados como marcadores para caracterização fenotípica dessas 

células (Mazzucchelli e Durum 2007; Schmetterer et al. 2012) 

Diversas outras moléculas têm sido frequentemente adicionadas às listas de 

marcadores de células Treg (Tabela 1) e têm papel funcional na atividade supressora exercida 

por essas células. 
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Tabela 1: Moléculas identificadas como marcadores de células Treg murina. 

Molécula Função Referência 

 

CD25 

Cadeia  do receptor de IL-2; ativa a via de sinalização que vai 

culminar com ativação se STAT5 importante para manutenção e 
desenvolvimento de células Treg (Sakaguchi et al. 

1995) 

CD122 Cadeia  do receptor de IL-2; forma o complexo do receptor de alta 

afinidade para o IL-2 

(Thornton et al., 

2004) 

CD132 Cadeia γ do receptor de IL-2; forma o complexo do receptor de alta 

afinidade para o IL-2 

(Thornton et al. 

2004) 

 

Foxp3 

Fator de transcrição importante no desenvolvimento de células Treg e 

função supressora; reprime a transcrição de genes envolvidos na 
diferenciação de Th1 e Th2 

(Fontenot et al. 

2003; Hori et al. 
2003; Lin et al. 

2007) 

 

Helios 

Fator de transcrição da família Ikaros; se liga ao promotor de Foxp3 

mantendo assim a expressão de Foxp3 aumentando a atividade 

supressora de Treg 

(Sugimoto et al. 

2006; Thornton 

et al. 2010; 

Getnet et al. 

2011) 

 

GITR 

Receptor de TNF induzido por glicocorticóides; regula negativamente 

a função de Treg, anulando a supressão de Treg; importante na geração 

de tTreg  por aumentar a responsividade à IL-2 e o fator de transcrição 

STAT5; é expresso após ativação do TCR com ativação da quinase 

TAK1 e coestimulação com CD28 

(Shimizu et al. 

2002; Kanamaru 

et al. 2004; 

Mahmud et al. 

2014) 

Neuropilina 

1 (Nrp1) 

Altamente e constantemente expressa em tTregs; a neutralização dessa 

molécula leva a anulação da supressão. 

(Bruder et al. 

2004; Gray et al. 

2005) 

DR3 Receptor da família do TNF; promove sobrevivência e expansão de 

Treg por estimular PI3K/Akt. 

  (Croft 2015) 

 

CTLA-4 

Se liga a CD80 e CD86 nas células apresentadoras de antígenos 

impedindo que células T efetoras se liguem 

(Takahashi et al. 

2000; Zheng et 

al. 2006) 

CD127 Cadeia  do receptor de IL-7, não é expresso em Treg e por isso serve 
com um marcador excludente de células Treg 

(Liu 2006; 

Mazzucchelli e 

Durum, 2007) 

 

CD62L 

L-Selectina; permite a entrada de células em órgãos linfoides 
periféricos, sua ausência funciona como marcador de células ativadas; 

determina uma subpopulação com grande capacidade reguladora 

(Salomon et al. 
2000) 

CD103  Acumulação de Treg em áreas do corpo como derme, linfonodo e 

pulmões em situação de inflamação; principal ligante de E-caderina 

(Suffia et al. 

2005) 

CCR6/CCR

4/CXCR3/ 

CCR9 

CCR6 é um marcador de célula Treg de memória; promovem 

agregação de conjuntos de tTreg em tecidos não linfoides; auxiliam na 

resposta rápida nesses tecidos 

(Kleinewietfeld 

et al. 2005; 

Sather et al. 

2007; Guo et al, 

2008; Yamazaki 

et al, 2008) 

PD-

1/CD279 

Expresso em tTreg não ativadas, diferenciando então Treg ativadas de 

não ativadas; influencia a tolerogenicidade de DCs 

(Raimondi et al. 

2006; Francisco 

et al. 2011) 

 

CD39 

Marcador de superfície com alta correlação com Foxp3; funciona como 

uma ectoATPase de membrana, levando à atividade supressora pela 

produção de adenosina. 

(Borsellino et al. 

2007; Deaglio et 

al. 2007) 

CD44 Marcador de um subgrupo distinto tem alta relação com Foxp3; está 

correlacionado com a produção de IL-10; sua ausência está relacionado 

com um fenótipo menos supressor de Treg; sua presença está 

relacionada com um alto potencial supressor 

(Liu et al. 2009) 
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CD73 Funciona como uma ectoATPase de membrana, levando à atividade 
supressora pela produção de adenosina do mesmo modo que o CD39 

(Deaglio et al. 
2007) 

 

 

OX40L 

(CD134) 

Receptor de TNF importante na geração de Treg por aumentar a 

responsividade à IL-2 e o fator de transcrição STAT5; é expresso após 

ativação do TCR com ativação da quinase TAK1 e coestimulação com 

CD28; controlador da atividade supressora na periferia através da 

ativação de fatores de transcrição de célula T efetoras (GATA-3 e T-

bet) 

(So et al. 2008; 

Mahmud et al. 

2014) 

 

4-1BB 

(CD137) 

Receptor de TNF importante na geração de Treg por aumentar a 

responsividade à IL-2 e o fator de transcrição STAT5; controlador da 

atividade supressora na periferia através da ativação de fatores de 

transcrição de célula T efetoras (GATA-3 e T-bet) 

 

(So et al. 2008) 

 

TNFR2 

Receptor de TNF importante na geração de Treg por aumentar a 

responsividade à IL-2 e o fator de transcrição STAT5; controlador da 

atividade supressora; é expresso após ativação do TCR com ativação 

da quinase TAK1 e coestimulação com CD28 

 

(Mahmud et al, 

2014) 

 

1.4.3) SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS TREG 

 As populações de células Treg são definidas em função de sua origem e 

desenvolvimento: 1) tTreg, Treg de origem tímica (anteriormente chamadas de nTreg, Treg de 

origem natural) e 2) pTreg, Treg de origem periférica (anteriormente chamada de aTreg, Treg 

adaptativa, e compreende também as iTreg, Tregs induzidas in vitro) (Abbas et al. 2013). 

 As células tTreg são geradas no timo e escapam da seleção negativa durante a 

maturação de linfócitos. Têm a expressão de Foxp3 como principal regulador no seu 

desenvolvimento e na sua função supressora. Elas reconhecem peptídeos próprios com alta 

afinidade ao interagir com o complexo MHC-peptídeo e com a ajuda do sinal co-estimulatório 

de moléculas B7 e outras citocinas, como IL-2, IL-7 e IL-15, são então selecionadas (Salomon 

et al. 2000; Josefowicz et al. 2012). A estimulação via TCR com o auxílio da coestimulação 

via CD28 são fundamentais para iniciação do programa de diferenciação de Treg. O CD28 

apresenta um papel intrínseco na indução do gene Foxp3, assim como dos genes Gitr e Ctla. 

O estímulo TCR-CD28 induz diversas vias de sinalização, como por exemplo, a ativação da 

família de fatores de transcrição de NFB, onde o c-Rel é apontado como o principal fator no 

desenvolvimento de células Treg (Richards et al. 2015). Além dessas moléculas, o TGF- 

também tem papel no desenvolvimento e manutenção dessas células (revisado em (Jurberg et 

al. 2015). Apesar disso, animais nocautes para TGF- ou para IL-2 continuaram a ter células 

tTreg, o que sugere que essas moléculas sejam importantes na função efetora da célula, mas 

que não sejam imprescindíveis na sua geração (Furtado et al. 2002; Piccirillo et al. 2002). No 

entanto, um estudo em 2010 demonstrou uma diminuição na produção de tTreg em 

camundongos recém-nascidos causada por uma diminuição da seleção negativa na ausência 
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do receptor de TGF- nos timócitos, e ainda confirmaram que a sinalização de TGF- é 

crucial para inibição da apoptose dependente da molécula Bim em timócitos autorreativos 

(Ouyang et al. 2010). É importante salientar que as células tTreg humanas podem ser 

divididas em subpopulações funcionalmente e fenotipicamente distintas, com base em 

alterações na expressão de Foxp3, do fenótipo de moléculas da superfície celular, no grau de 

metilação do DNA no gene Foxp3, com a proliferação e o estado fisiológico em que a célula 

se encontra, dentre outros fatores. Nesse contexto, podemos destacar a sugestão de subdivisão 

funcional de células Treg baseadas na expressão de Foxp3 e de CD45RA: as células Treg de 

repouso, definidas como CD45RA
+
Foxp3

lo
Treg, células Treg ativadas CD45RA

-
FoxP3

hi
, e 

células não-Treg secretoras de citocinas CD45RA
-
Foxp3

lo
 (Miyara et al. 2009). 

 As células pTreg, são induzidas a expressar o Foxp3 somente na periferia (Lin et al. 

2007; Curotto de Lafaille and Lafaille 2009; Thornton et al. 2010). A indução de células 

pTreg baseia-se na regulação positiva de Smad3-dependente de Foxp3 desencadeada pela 

ativação do TCR e pela sinalização de TGF-β, e facilitada pelo ácido retinóico que aumenta a 

acessibilidade de pSmad3 às sequências de regulação do promotor de Foxp3 (Xu et al. 2010). 

A ausência dessas moléculas, assim como de IL-2, impede a indução de Foxp3 e 

consequentemente a capacidade supressora da célula Treg (Zheng et al. 2007; Lu et al. 2010). 

Além dessas, parece que a presença de TNF inibe a produção de iTreg, pois inibe 

seletivamente a via de sinalização TGF--Smad3 através da regulação do receptor TNFR2 

(Zhang et al. 2013). 

 A dificuldade de encontrar um marcador específico para diferenciar tTreg de pTreg é 

bastante importante. Alguns estudos sugerem que o fator de transcrição Helios, pertencente à 

família Ikaros, está presente em células Treg sendo um potencial marcador para distinguir 

tTreg e pTreg, pois somente as células tTreg apresentariam esse fator (Thornton et al. 2010; 

Getnet et al. 2011). No entanto, outras pesquisas constestaram essa hipótese. Foi descrito que 

Helios poderia ser induzido em células T CD4 com TCR transgênico sob estímulo e presença 

de IL-2 e TGF- (Verhagen e Wraith 2010), além de Helios poder ser induzido durante a 

ativação e proliferação de células T, mas regredindo sob condições de repouso, não somente 

em Treg humanas e murinas, mas também em células T CD4
+
 e T CD8

+
 (Akimova et al. 

2011). Estes dados sugerem então que, dependendo do método de ativação e condições 

específicas, pode-se verificar a expressão de Helios em células pTreg. É importante salientar, 

entretanto, que esses achados não estão bem explorados em populações de células T CD4 com 

TCR não-transgênico (Zabransky et al. 2012). Foi observado também que Helios regula a 
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produção de IL-2 em células Treg silenciando a transcrição do gene Il2, mantendo então a 

ação supressora da Treg (Baine et al. 2013). Além disso, Helios pode ser definido como um 

marcador funcional de Treg, visto que todas as células Foxp3+Helios+, de humanos e 

camundongos, têm regiões TSDR do gene Foxp3 altamente demetilados (Muto et al. 2015).  E 

achados recentes, sugerem que Helios também age aumentando a função de iTreg em 

cooperação com o Foxp3 (Takatori et al. 2015). Ambas subpopulações expressam marcadores 

como CD25, Foxp3, GITR e CTLA-4, mas as tTreg exibem altos níveis de expressão de PD-1 

(do inglês,  “programmed cell death-1”), Nrp1 (neuropilina 1), Helios e CD73 comparados 

com as pTreg (Yadav et al. 2012).  

As células Treg têm uma alta plasticidade, por exemplo, a IL-6 pode converter tTreg 

em células Th17, principalmente em locais inflamatórios, como no caso de uma artrite 

autoimune (Komatsu et al. 2014). No entanto, as células pTreg induzidas por IL-2 e TGF-β 

são resistentes a esta última citocina mantendo a função supressora nos locais de resposta. 

Dessa forma, esses dados sugerem que células tTreg e pTreg podem ter papéis diferentes na 

resposta imune adaptativa (Horwitz et al. 2008). 

1.4.4) GERAÇÃO DE CÉLULAS TREG NO TIMO  

 As células Treg se diferenciam a partir dos precursores CD4
+
CD25

+
Foxp3

-
 nos 

estágios de SP (Fontenot et al. 2005a), ou algumas células podem surgir no estágio DP 

(Nunes-Cabaço et al. 2011). Ao comparar a expressão de Foxp3 em timócitos DP e SP, 

mostrou-se que os timócitos DP expressavam mais proteína Foxp3 do que os SP (Tuovinen et 

al. 2008). No entanto, isso se tornou controverso através de um estudo que demonstrou que a 

detecção dessas células era um artefato tímico, com “doublets” de timócitos DP Foxp3
-
 sendo 

reconhecidos como Foxp3
+
 (Lee e Hsieh 2009). 

 O desvio clonal (Figura 7) é, então, o processo responsável por produzir células Treg 

intratímicas. É difícil diferenciar a deleção clonal do desvio clonal porque ambas necessitam 

da interação do TCR com o complexo MHC-peptídeo próprio. Dessa forma, pensou-se que a 

diferença seria pela interação com diferentes APCs tímicas. Porém, apesar de relato inicial 

mostrar que mTECs seriam suficientes e DCs seriam dispensáveis na diferenciação de células 

Treg, outros estudos mostraram que antígenos expressos por células dendríticas estariam 

envolvidos nesse processo (Aschenbrenner et al. 2007; Proietto et al. 2008). Esses estudos nos 

mostram que os mecanismos de desvio e deleção ocorrem em uma complexa interação entre 

essas células. Contudo, um postulado mais consistente diz que a distinção seria exercida pela 

duração e força da interação com TCR e consquentes níveis de sinalização intracelular (Xing 
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e Hogquist 2012). Como exemplo, demonstrou-se que camundongos transgênicos que tinham 

a expressão de níveis mais baixos de MHC classe II em mTECs apresentavam menor eficácia 

na deleção clonal em paralelo a maior frequência de células Treg no timo (Hinterberger et al. 

2010).  

Dessa forma, além dos sinais de TCR, os sinais coestimulatórios via CD28 têm um 

papel essencial na indução da diferenciação de células Treg, pois a ausência de CD28 vista 

em camundongos deficientes levaram a uma diminuição de células Treg no timo e nos tecidos 

periféricos (Salomon et al. 2000; Tai et al. 2005). O CD28 parece fornecer um sinal intrínseco 

para o desenvolvimento das Treg possibilitando uma maior produção de IL-2, que é 

necessária para a sobrevivência das mesmas (Burchill et al. 2008; Liu et al. 2008). 

Recentemente, demonstrou-se também que, além de ser importante para a fase inicial de 

desenvolvimento da Treg no timo, as Tregs na periferia dependem do CD28 para os 

mecanismos de homeostasia (Franckaert et al. 2014) (Figura 7). Salienta-se ainda que, além 

da interação com as moléculas B7-1/B7-2, a intensidade da interação com moléculas 

acessórias como ICAM-1 e CD40 contribui para a geração de Treg, e a ausência delas resulta 

em diminuição do número de células Treg (Buhlmann et al. 2003; Sakaguchi 2005). 

Como definido anteriormente (seção 1.3.3), fatores solúveis como o TGF-β e a IL-2 

também são implicados centralmente no desenvolvimento das células Treg. Particularmente, a 

sinalização por IL-2 parece ser essencial para a diferenciação das tTreg, visto que 

camundongos duplamente deficientes em IL-2 e IL-15, ou em CD122 e IL-15, apresentam 

depleção quase completa de células tTreg. Em níveis moleculares, a sinalização por CD122 é 

necessária para a translocação de STAT5 para o núcleo, o que leva à indução da expressão de 

Foxp3. As moléculas STAT são uma família de sete moléculas que participam da transdução 

de sinais após estimulação celular por citocinas, fatores de crescimento, e hormônios. Nas 

células Treg, as proteínas STAT5 são essenciais para a via de sinalização IL-2/IL-2R  

(Burchill et al. 2007; Soper et al. 2007). Estudos mostram que camundongos duplo-nocautes 

para STAT-5a e STAT-5b têm autoimunidade similar aos camundongos nocautes para IL-2 

ou IL-2R, o que demonstra a importante contribuição das moléculas STAT5 no 

desenvolvimento das células Treg (Snow et al. 2003). Um estudo recente sugere que as APCs 

podem oferecer tanto IL-2 quanto o ligante de TCR, constituindo o nicho do timo onde são 

geradas as Tregs, assim como, concorrência entre as células Treg existentes e a oferta limitada 

de IL-2 fornece um “feedback” negativo para a nova geração de células Treg (Weist et al. 

2015). 
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Figura 7: Sinalização nos processos de diferenciação de células Treg.  As células CD4 SP entram em contato 

com células dendríticas medulares (mDCs) e células epitelias medulares (mTecs) que expressam MHC de classe 

II e moléculas coestimulatórias B7-1/B7-2 e passam a expressar a cadeia alfa do receptor de IL-2, ao se ligar 

com alta afinidade no TCR; juntamente com a coestimulação do CD28, IL-2, IL-7, IL-15 e TGF-β, ativam 

fatores de transcrição distintos como, NFB, STAT5 e Smads, que vão levar essas células a sofrerem um desvio 
clonal para células Treg, escapando da apoptose. As células T CD4+ que chegam à periferia e entram em contato 

com TGF-β e IL-2, além de outros estímulos relacionados ao tecido em que se encontra ou estímulos da 

inflamação, também podem se diferenciar em células Treg. 
  

 É importante ressaltar que estudos recentes demonstraram que algumas alterações 

epigenéticas presentes no curso do desenvolvimento das células Treg no timo são 

independentes de Foxp3 e, com isso, o modelo atual de desenvolvimento baseado na indução 

do Foxp3 deveria ser repensado. Tais estudos propõem um modelo onde o pré-

estabelecimento de toda cromatina antes da indução Foxp3 e a expressão de co-fatores que 

interagem com Foxp3 são críticos componentes para a regulação de genes dependentes de 

Foxp3 (Ohkura et al. 2013; Kitagawa et al. 2015). 

1.4.5) MOLÉCULAS ENVOLVIDAS NA MIGRAÇÃO DE TREG  

 A capacidade migratória das células Tregs é controlada por sinais distintos de 

quimiocinas e moléculas de adesão, e essa migração é dependente da ação efetora que essas 

moléculas terão no sítio alvo. Um dado supreendente é que 25% de todas as células T CD4 

são Treg funcionais e encontram-se na medula óssea de humanos e camundongos, sugerindo 

assim, que durante a homeostase, células Treg fiquem retidas na medula óssea como um 
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reservatório (Zou et al. 2004). Os mecanismos envolvidos no tráfego de Tregs ainda não estão 

completamente elucidados. No entanto, algumas moléculas são essenciais para que essas 

células cheguem aos órgãos periféricos.  

 A selectina CD62L é fundamental no tráfego de linfócitos de modo geral. Nas células 

Treg, essa molécula também está relacionada com a migração para os linfonodos de 

drenagem, sendo assim, células Treg que expressam CD62L migram mais eficientemente que 

as Treg que não expressam. Em suporte a essa informação, a administração de anticorpo 

neutralizante específico para o CD62L bloqueia a expansão de Treg nos linfonodos e resulta 

em rejeição de enxerto alogênico (Ochando et al. 2005). 

 O receptor de quimiocina CCR7, também associado de forma importante ao tráfego de 

linfócitos, também está implicado na migração de células Treg, visto que a perda de CCR7 

bloqueia a migração dessas células para os linfonodos (Schneider et al. 2007). Nesse sentido, 

um estudo demonstrou que células Treg da tonsila eram capazes de migrar frente à 

quimiocina CCL19, sugerindo que a sinalização de via CCR7 podia facilitar a entrada dessas 

células para as zonas de células T dos órgãos linfoides periféricos. Além disso, observou-se 

que algumas células Treg trocam a expressão de CCR7 por CXCR5, facilitando sua migração 

para os folículos dos órgãos linfoides em resposta à quimiocina CXCL13 produzida nessa 

região de células B (Lim et al. 2004). Por outro lado, apesar de uma boa parte de células Treg 

do sangue periférico humano expressar CCR7, eles não responderam bem à quimiocina 

CCL19 em um ensaio in vitro (Iellem et al. 2001; Curiel et al. 2004). 

 De forma interessante, um estudo observou a expressão da integrina 47 nas células 

Treg do sangue de cordão umbilical, enquanto as células Treg “adultas” expressavam mais 

CCR4, e essa expressão alterada foi observada em indivíduos entre 1,5 e 3 anos de idade 

(Grindebacke et al. 2009). 

 Apesar de a molécula CD44 ter uma grande distribuição tecidual, ela parece estar 

envolvida no “homing” de linfócitos durante os estágios iniciais de diferenciação 

(Khaldoyanidi et al. 1996). Nesse contexto, as células Treg CD44
hi 

 são tidas como células 

ativadas e promovem a proliferação das células Tregs após sua ligação ao ácido hialurônico 

na ECM (Bollyky et al. 2009a). 

A sinalização por S1P (esfingosina-1-fosfato), um lipídio bioativo, via seu receptor 

(S1P1) regula a saída de linfócitos T do timo e de órgãos linfoides periféricos (Drennan et al. 

2009). Foi demonstrado que a sinalização via S1P1 afeta também as Tregs, suprimindo o 

desenvolvimento intratímico, a manutenção periférica e a atividade supressora dessas células 
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(Liu et al. 2009) e regulando a localização nuclear do fator de transcrição Foxp3 (Ishimaru et 

al. 2012). 

 

1.4.6) MECANISMOS DE AÇÃO DE CÉLULAS TREG  

 Uma característica central das células Treg se refere à sua capacidade supressora 

pluripotente, modulando diferentes reações imunes. Elas são capazes de inibir mecanismos 

efetores de células T CD4 (Thornton e Shevach 1998; Oldenhove et al. 2003), suprimir a 

ativação e produção de anticorpo pelas células B (Bystry et al. 2001), prevenir a atividade 

citotóxica de células T CD8 (Suvas et al. 2003; Dittmer et al. 2004), limitar a atividade de 

células do sistema imune inato (Maloy et al. 2003), regular a ativação mediada pelas 

moléculas B7-1/B7-2 das APCs (Cederbom et al. 2000), agir em tumores (revisado por 

(Mailloux e Young 2010). Essas funções regulatórias distintas permitem que essas células 

exerçam papel central na inibição de processos imunopatológicos importantes, como aqueles 

vistos na rejeição de transplante (revisado por (Burrell et al. 2012), e nos processos 

inflamatórios associados à retocolite ulcerativa e esclerose múltipla (revisado por (Ding et al. 

2012), além de facilitar a progressão tumoral (revisado por (Mailloux e Young 2010). Nesse 

contexto, a necessidade de entender o mecanismo de ação dessas células in vivo levou ao 

desenvolvimento de um modelo de estudo para análise da função das Treg in vitro (Takahashi 

et al. 1998; Thornton and Shevach 1998), que mimetiza a função dessas células in vivo. Nesse 

modelo, que analisa a capacidade inibitória de Treg sobre atividade proliferativa e funcional 

de células T efetoras, foram identificadas diversas moléculas e processos que contribuíam 

para as atividades supressoras de Treg, embora ainda não esteja bem elucidado se estes 

mecanismos são realmente semelhantes in vivo (Shevach 2009).  

 A molécula Foxp3 é apontada como a principal responsável por orquestrar os 

programas moleculares envolvidos na função de células Treg. Embora não esteja bem 

estabelecido como esse controle ocorre, sabe-se que Foxp3 interage com NFAT e após a 

ligação ao DNA ocorre a regulação da transcrição de diversos genes (Wu 2006). Além disso, 

os genes alvo do Foxp3 regulam positivamente os genes essencias para a função supressora 

ou a repressão transcricional de citocinas presentes nas respostas inflamatórias (Yagi et al., 

2004), além dos genes que regulam positivamente as células Treg como, Il2rα (CD25) 

(Sakaguchi et al. 1995), Tnfrsf18 (GITR) (McHugh et al. 2002), Nrp1 (Bruder et al. 2004) e 

Ccr4 (Iellem et al. 2001). Estudos que bloqueiam o Foxp3, em determinados casos em que a 
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célula Treg não é benéfica, demostram que o bloqueio leva a uma supressão do mecanismo 

efetor dessas células (Park et al. 2014).  

 Além do efeito regulador mediado pela secreção de citocinas supressoras IL-10 e 

TGF-β, muitos estudos demonstram que essas células Treg medeiam a supressão inibindo a 

indução de mRNA de IL-2 (e mRNA para outras citocinas efetoras) pelas células T 

convencionais (Takahashi et al. 1998; Thornton e Shevach 1998; Oberle et al. 2007; Baine et 

al. 2013). É possível também que as células Treg consumam o IL-2, pois possuem alta 

densidade das cadeias que formam o conjunto do receptor de alta afinidade para essa citocina, 

e, assim, inibam a proliferação das células T efetoras, resultando em uma forma de apoptose 

dependente do fator pró-apoptótico Bim (Pandiyan et al. 2007).      

 Um mecanismo supressor central demonstrado é a inibição da diferenciação de células 

efetoras através das APCs. As células Treg expressam CTLA-4, uma molécula que participa 

do bloqueio funcional dos sinais de co-estimulação de células T efetoras, através da sua 

competição com CD28 pela ligação, em maior afinidade, com CD80 e CD86 expressos nas 

células dendríticas. Alguns estudos sugerem que a inibição da expressão de CD80 e CD86 por 

células Treg limita a capacidade das DCs de estimular células T naive através de CD28, 

resultando em imunossupressão (Cederbom et al. 2000; Onishi et al. 2008). Além dessa 

molécula, a supressão da função das DCs é a LAG-3 (CD223) que vai se ligar às moléculas de 

MHC de classe II com alta afinidade, inibindo então o sinal mediado por ITAMs (Liang et al. 

2008). No mesmo sentido, a Nrp1 (Tabela 1), que promove longas interações entre células 

Treg e DCs imaturas, impossibilita a ligação de células T naive às DCs, o que resulta em 

vantagem para as células Treg sobre células T naive (Sarris et al. 2008). Ainda nesse 

contexto, CD39 é uma ectoATPase que hidrolisa ATP ou ADP em AMP e adenosina 

pericelular. As células T efetoras expressam em sua superfície o receptor de adenosina A2A, 

dessa forma, ao entrar em contato com a adenosina produzida pelas células Treg, ocorre uma 

modulação imunossupressora das células T efetoras (Borsellino et al. 2007; Deaglio et al. 

2007). 

Um mecanismo utilizado pelas células Treg para supressão é a citólise de células-alvo, 

onde células Treg ativadas a partir de uma combinação de anticorpos anti-CD3 e anti-CD46 

expressam granzima A e matam células T CD4
+
 e CD8

+
 em um mecanismo dependente de 

perforina e independente de Fas-FasL (Grossman et al. 2004). 
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1.5) A SÍNDROME DE WISKOTT-ALDRICH 

 Nesse tópico vamos discutir uma imunodeficiência que cursa com eventos de 

autoimunidade e, de forma interessante, um dos distúrbios imunológicos apresentados é a 

diminuição na função imunossupressora de células Treg. 

A Síndrome de Wiskott-Aldrich (WAS) foi descrita pela primeira vez em 1937, pelo 

pediatra alemão, Dr. Alfred Wiskott, que identificou três irmãos apresentando, logo após o 

nascimento, diarréia sanguinolenta, número baixo de plaquetas, eczema e otites recorrentes 

(Wiskott 1937). Em 1954, outro médico pediatra, Dr. Robert Anderson Aldrich, constatou que 

essa doença era herdada como uma forma recessiva ligada ao cromossomo X (Aldrich et al. 

1954). Foi nos primeiros anos da década de 90 que o gene WAS, envolvido nas manifestações 

clínicas dessa síndrome, foi sequenciado e clonado (Derry et al. 1994). Esse gene codifica a 

molécula WASP (Proteína da Síndrome de Wiskott-Aldrich; do inglês, “Wiskott-Aldrich 

Syndrome Protein”), que está envolvida na regulação da polimerização do citoesqueleto de 

actina nas células hematopoiéticas.  

A WAS é uma imunodeficiência rara, caracterizada por microtrombocitopenia, 

eczema, infecções recorrentes e aumento do risco de desenvolvimento de autoimunidade e de 

neoplasias malignas (Sullivan et al. 1994). A incidência dessa síndrome é de 1 a 10 em um 

milhão de meninos (Ochs e Thrasher 2006), a taxa de mortalidade é alta, e se os pacientes não 

forem tratados adequadamente podem morrer na primeira década de vida (Rosen et al. 1995).  

É importante ressaltar que a gravidade da doença varia pelos diferentes defeitos que as 

mutações podem causar na expressão da proteína WASP (Jin et al. 2004) e, particularmente, a 

perda parcial ou total da expressão de WASP está correlacionada com o fenótipo mais severo 

da doença (Imai et al. 2004). É interessante observar que mutações pontuais que prejudicam, 

mas não suprimem a expressão de WASP, podem causar trombocitopenia ligada ao X (XLT; 

do inglês, “X-linked thrombocytopenia”), uma doença que pode ser crônica (Villa et al. 1995) 

ou intermitente (Notarangelo et al. 2002), e é considerada uma forma atenuada de WAS, 

caracterizada por número baixo de plaquetas e em alguns casos imunodeficiência. Por outro 

lado, algumas mutações no domínio GBD podem levar a formas constitutivamente ativas da 

molécula, mudando completamente o espectro de imunodeficiência, como ocorre na 

neutropenia ligada ao X (Devriendt et al. 2001; Cotta-de-Almeida et al. 2007). 
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1.5.1) WASP EM NÍVEL MOLECULAR 

 Uma das principais moléculas responsáveis pelo rearranjo do citoesqueleto de actina 

em células de origem hematopoiética é a proteína WASP.  A compreensão da dinâmica desse 

rearranjo é essencial na biologia de células eucariotas, pois influencia diversos processos 

celulares como migração, adesão, polarização, endocitose e tráfego de vesículas.  

A proteína WASP foi a primeira proteína identificada em uma família de proteínas 

envolvidas na sinalização para a polimerização do citoesqueleto de actina (Snapper e Rosen 

1999). Nesta família ainda são incluídas as proteínas N-WASP e WAVE1, 2  e 3 (Miki et al. 

1996, 1998).  

A WASP responde a sinais que ativam a molécula Cdc42, uma GTPase da família Rho 

de pequenas GTPases para o início da polimerização do citoesqueleto de actina. Ela apresenta 

domínios multifuncionais como o EVH1 (do inglês, “N-terminal Ena/VASP homology 1), 

também chamado de WH1 (domínio 1 homólogo a WASP), o  BR (do inglês, ‘basic region”), 

uma pequena região básica, o GBD (do inglês, “GTPase-binding domain”), um domínio de 

ligação interativa com Cdc42 (do inglês, “cell division cycle 42”), o PPP (do inglês, 

“polyproline-rich region”) uma região rica em prolina, que caracteriza sítios de ligação a 

moléculas contendo domínio SH3 e, ainda apresenta o VCA, um domínio C-terminal 

denominado a partir das sub-regiões V (do inglês, “verprolin homology”; também chamado 

“WASP homology 2/WH2”), C (do inglês, “cofilin homology domain” ou “central hydrofobic 

region”), e A (do inglês, “acidic region”) (revisado em Thrasher e Burns 2010; Cotta-de-

Almeida et al. 2015) (Figura 8). 

Essa proteína pode estar numa conformação autoinibida nas células, um estado 

inativo, consequência da interação da proteína WASP com a proteína WIP (do inglês, 

“WASP-interacting protein”), que se liga ao domínio EVH1 estabilizando WASP (de la 

Fuente et al. 2007), e por interações intermoleculares entre GBD e o domínio VCA (Kim et al. 

2000). Quando há ativação celular, WASP é recrutada para o sítio de sinalização da 

membrana para a liberação da sua conformação inativa. Através da ligação de Cdc42-GTP 

(Cdc42 associada a guanosina trifosfato) ao domínio GBD, da ligação de proteínas 

adaptadoras como Nck ou CrkL com WIP, fosforilação de Y291, ligação de PIP2 ao domínio 

BR, ligação de Toca-1 (do inglês, “transducer of CDC42-dependent actin assembly 1”) ao 

domínio PPP e a Cdc42-GTP, e ligação de Nck e Grb2 ao PPP, essa molécula sai da forma 

inativa e o domínio VCA é liberado, tornando-se exposto. Dessa forma, torna-se possível a 

ligação entre o domínio V e a actina-G, enquanto os domínios C e A se ligam ao complexo 
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Arp2/3 (do inglês “actin related protein 2/Arp3”) para o início da nucleação e do consequente 

alongamento dos filamentos de actina (Figura 8). Por fim, a WASP fosforilada é então 

ubiquitinilada e degradada no proteassoma (revisado em Reicher et al. 2012; Cotta-de-

Almeida et al. 2015). 

 

Figura 8: Estrutura e domínios de WASP. Em seu estado inativo, WASP tem uma conformação autoinibida 

através de uma interação intramolecular entre o domínio de homologia VCA e do domínio GBD. A associação 

de WIP (WASP Interacting Protein) com o domínio WH1 estabiliza a configuração inibida, embora não seja 

claro se WIP permanece ligado após a ativação de WASP. A pequena GTPase Cdc42 é a principal molécula 

ativadora de WASP, ligando-se ao domínio GBD e causando a liberação do domínio VCA. A fosforilação do 

resíduo de tirosina 291 (Y291) pode tanto ativar WASP sozinho ou estabilizar uma conformação ativa iniciada 
por outros fatores. Na conformação ativa de WASP, o complexo Arp2/3 se liga ao domínio VCA e começa a 

polimerização de actina. A remodelação da actina é dinâmica e depende de um equilíbrio entre a ativação de 

WASP e sua degradação, sendo este último regulado pela ubiquitinação e mediado pelo proteassoma. Fonte: 

Cotta-de-Almeida et al. 2015. 

 

No contexto de que esses mecanismos são importantes para fisiologia do sistema 

imune, descreveremos a seguir a influência funcional de WASP nas diferentes células do 

sistema imune, em particular, nas subpopulações de linfócitos T. 

 1.5.2) A WASP E AS CÉLULAS DO SISTEMA IMUNE 

A resposta imune é dependente da perfeita função de todas as células do sistema 

imune. E, as células do sistema imune inato e adaptativo necessitam da dinâmica do 

citoesqueleto de actina para seguir com suas funções. Os estudos nessas células e sua 

correlação com a proteína WASP demonstraram disfunções importantes em células T e B, 

deficiência na quiomiotaxia de monócitos, alterações em células dendríticas, entre outras. 

Particularmente, as análises de linfócitos T de pacientes com WAS revelaram anormalidades 
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na sinalização pelo TCR associados a defeitos na organização do cioesqueleto de actina 

(Molina et al. 1993). De maneira geral, as diferentes células de origem hematopoiética são 

afetadas pela ausência da expressão de WASP, indicando que os principais processos 

fisiológicos presentes na geração da resposta imune, com participação dessas células, 

envolvam o rearranjo do citoesqueleto de actina (Imai et al. 2003) (Tabela 2). 

De fato, os linfócitos T são muito afetados pela ausência de WASP. Os linfócitos T 

dos pacientes e camundongos deficientes em Wasp são morfologicamente anormais, a 

superfície dessas células apresenta projeções incomuns, e há escassez no número e na 

estrutura de microvilosidades em sua superfície (Kenney et al. 1986; Gallego et al. 1997), 

além de apresentarem defeitos na transdução de sinais no início da ativação pelo TCR 

(Kenney et al. 1986; Molina et al. 1992), resultando em um defeito na proliferação e na 

produção reduzida de IL-2 (Molina et al. 1993). Foi observado que, os pacientes com WAS 

ainda apresentam uma diminuição no número de células T, devido ao desenvolvimento 

anormal no timo (Park et al. 2004). Isso ocorre devido a defeitos na saída do timo para órgãos 

linfoides periféricos, e também pelo aumento do número dessas células em apoptose (Rengan 

et al. 2000).  

Uma migração celular eficiente depende de interações envolvendo integrinas, e a 

perda de WASP gera alterações na migração. Os filamentos de actina e moléculas de integrina 

estão fisicamente conectados através de proteínas adaptadoras (Puklin-Faucher and Sheetz 

2009), logo, embora isso não esteja claro, problemas no remodelamento de actina, 

provavelmente, prejudicam a função das integrinas. Por exemplo, a família de integrinas β2, 

encontradas em células mieloides, apresenta falhas no seu agrupamento na ausência de WASP 

(Burns et al. 2004).  

Eventos de imunodesregulação e autoimunidade podem estar associados diretamente a 

um efeito da ausência de Wasp em células Treg. Essas células estão implicadas em distúrbios 

de regulação da resposta imune em pacientes e camundongos deficientes em Wasp (Humblet-

baron et al. 2007a; Maillard et al. 2007; Marangoni et al. 2007). Dessa forma, como tópico 

central na discussão deste trabalho, a seção a seguir discorrerá sobre o impacto da deficiência 

de Wasp em células Treg.  
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Tabela 2: Efeitos da ausência ou deficiência de Wasp em células do sistema imune 

Tipo celular/funções Referências 

Linfócitos T CD4
+
: 

 Naives 
↑ motilidade de células TCD4 induzidas por APC devido à diminuição do tempo de 

acoplamento, mas é uma motilidade restrita; Quimiotaxia anormal na presença de diversos 
quimioatrativos. 

 Th1 
↓ transcrição de Th1 devido ao defeito na indução de mRNA T-bet;↓ recrutamento de NFAT-

1;Mecanismo de patogênese ligado a uma forma aberrante de metilação de histona no gene 
TBX21 promotor da imunidade desregulada;↓Produçãode IL-2, Ifibronectina-γ e TNF. 

 Th2 
Não produz IL-4; Resposta não balanceada em pacientes; Produção exacerbada de citocinas 

que levam a colite, eczema, entre outros.  

 Treg 

Supressão da ativação in vitro de tTreg; Defeito na capacidade reguladora. 

 

(Snapper et al. 2005; 
Gallego et al. 2006; 

Trifari et al. 2006; 
Maillard et al. 2007; 

Marangoni et al. 
2007; Nguyen et al. 

2007; Morales-
Tirado et al. 2010; 

Lafouresse et al. 
2012) 

Linfócito T CD8
+
: 

 Naives 
Deficiência na ativação devido à redução no recrutamento de NFAT-1 e NFAT-2. 

 CTLs  
↓ da atividade lítica; Conteúdos de perforinas não são polarizados em direção ao centro da 

sinapse imunológica; Deficiência na proliferação após exposição dos antígenos 

 

(Dupre et al. 2002; 
Strom et al. 2003; 

Trifari et al. 2006; 
De Meester et al. 

2010)  

Linfócito T Natural Killer: 
↓ no número de células no fígado e baço; ↓ expressão de integrinas na superfície das células da 

periferia; ↓ da proliferação induzida por antígeno;↓ produção de citocinas. 

(Astrakhan et al. 
2009; Locci et al. 

2009) 

Linfócito B: 

Resposta proliferativa normal; Superfície de IgD não pareada; Perda de receptores do 
complemento; Deficiência no centro pós germinal de células B; Periferia deficiente de células 

B; ↓ de células B na zona marginal no baço levando a uma deficiência na produção de 
anticorpo; Homeostasia de B comprometida; Disgamaglobulinemia; Respostadeficiente a 

antígenos T-independentes  

(Ochs et al. 1980; 

Sullivan et al. 1994; 
Zhang et al. 1999; 

Park et al. 2005; 
Westerberg et al. 

2005; Meyer-
Bahlburg et al. 

2008) 

Célula Dendrítica: 
Defeito na fagocitose devido à migração afetada; Anormalidade na adesão celular e formação 

de podossomos; Não ativa células NK eficientemente. Deficiência na apresentação antigênica 

 
(Binks et al. 1998; 

Burns et al. 2004; 
Catucci et al. 2013) 

 

Monócitos: 

Migração anormal em resposta a fMLP, MCP-1 e MIP1-; Defeito quimiotático juntamente 
com a diminuição dos podossomos.   

(Ishihara et al. 2012) 

Macrófago: 

Motilidade direcional inexistente; Não apresenta podossomo nem polarização em resposta ao 
fMLP; ↓ da migração frente ao CCL19; Deficiência na apresentação antigênica 

 

(Zicha et al. 1998; 

Snapper et al. 2005; 
Dovas et al. 2009; 

Ishihara et al. 2012; 
Park et al. 2014) 

Neutrófilo: 
↓ da capacidade migratória frente ao quimioatrativo fMLP; ↓ acumulação de neutrófilos em 

órgãos alvos de inflamação; Defeito na adesão; ↓ da área de contato focal; Fagocitose não 

pareada. 
 

 
(Zhang et al. 1999, 

2006; Snapper et al. 

2005) 

Célula Natural Killer: 
Não são ativadas eficientemente pelas células dendríticas; Pouca habilidade para a produção de 

F-actina e consequentemente não forma sinapse imunológica 

(Orange et al. 2003; 
Gismondi et al. 

2004; Catucci et al. 
2013) 

 

Mastócitos: 

↓ dos filopódios induzidos pela ligação com ligante de kit; Níveis de Ca
2+

 são aberrantes; ↓ da 
degranulação dependente de IgE; Liberação de citocinas deficiente. 

 

(Mani et al. 2009) 
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1.5.3) A WASP E AS CÉLULAS TREG 

 Uma das complicações mais importantes nos pacientes com WAS é a autoimunidade. 

Ela aparece nos primeiros anos de vida ocorrendo tanto nos casos graves quanto nos casos 

atenuados da doença (Imai et al. 2003). As células Treg tem como função a manutenção da 

tolerância periférica sendo necessárias para a supressão da resposta imune. Os achados de 

imunodeficiência em concomitância com os eventos de autoimunidade levam à hipótese de 

que as células Treg tem um papel fundamental na WAS (Adriani et al. 2007). A partir disso, 

inúmeros estudos demonstraram defeitos funcionais em células Treg de camundongos 

deficientes em Wasp e em pacientes com WAS (Adriani et al. 2007; Humblet-Baron et al. 

2007b; Maillard et al. 2007; Marangoni et al. 2007). 

As células Treg deficientes em Wasp apresentam baixos níveis na expressão de 

marcadores de ativação com o CD25, no entanto, sua capacidade supressora pode ser 

parcialmente recomposta administrando IL-2 exógena in vitro. Relacionado a isso, as células 

T efetoras deficientes em Wasp secretam pouca IL-2, aumentando a disfunção intrínseca das 

células Treg (Humblet-Baron et al. 2007b). Somando-se a esses fatos, a ausência de Wasp 

implica em distúrbios de localização tecidual e da capacidade funcional dessas células. As 

células Treg nocautes para Wasp apresentam reduzida capacidade de expansão periférica, 

diminuição na atividade supressora sobre as células T efetoras, deficiência na secreção da 

citocinas como IL-10 e são incapazes de mediar a tolerância in vivo (Adriani et al. 2007; 

Humblet-Baron et al. 2007b; Maillard et al. 2007; Marangoni et al. 2007). Foi observada 

deficiência no número e na função imunossupressora de células Treg na periferia dos 

camundongos WKO, achado esse corroborado por resultados similares em pacientes com 

WAS (Marangoni et al. 2007). Ainda, um dado relevante foi a demonstração da diminuição 

significativa de células Treg no timo de camundongos WKO (Maillard et al. 2007).  

 A doença em camundongos e em humanos gera características muito semelhantes nas 

células imunes, como, por exemplo, os defeitos migratórios, a formação prejudicada de 

podossomos, a sinalização defeituosa pelas células T e B, a geração de respostas imunes 

ineficientes que levam ao desenvolvimento de autoimunidade (Snapper et al. 1998; 

Westerberg et al. 2005). Os camundongos costumam desenvolver doença inflamatória 

intestinal limitada ao cólon (colite), sugerindo que um defeito numérico ou funcional de 

células Treg possa estar associado a essa patologia (Snapper et al. 1998; Klein et al. 2003).  
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 Além dos efeitos nas células Treg, outras alterações na função imune podem contribuir 

para o desenvolvimento de autoimunidade, como por exemplo, a possibilidade de defeitos na 

fagocitose de células apoptóticas e a produção de autoanticorpos devido à disfunção das 

células B. Além disso, as células Treg Wasp
-/-

 também apresentaram pouca habilidade em 

induzir apoptose em células B, por consequência de uma significante redução na secreção de 

granzima B, visto em camundongos e pacientes deficientes em Wasp (Adriani et al. 2011). 

Um defeito relacionado a célula B, se dá pela deficiência em eliminar células B autorreativas 

(Becker-Herman et al. 2011; Recher et al. 2012). 

 Com todos esses achados, os defeitos na homeostasia das células Treg e na sua função 

podem estar relacionados com o aparecimento de autoimunidade na deficiência em Wasp 

revelando um papel importante de Wasp na manutenção da autotolerância e 

consequentemente, nas atividades das células Treg.  
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2.  JUSTIFICATIVA/RACIONAL 

 

 Pouco se sabe sobre a interação da célula T em desenvolvimento com a ECM no 

microambiente tímico e, particularmente, células tTreg não têm sido abordadas quanto à sua 

relação com a ECM tímica. Dessa forma, decidimos investigar se a fibronectina é um 

importante mediador das interações entre as células tTreg e o microambiente do órgão, 

levando aos diferentes sinais celulares durante o processo de maturação dessas células. Além 

disso, analisaremos o possível envolvimento de ligantes e receptores da fibronectina na 

deficiência numérica e funcional de células tTreg encontrada em camundongos WKO; o 

motivo que leva a essa diminuição e como ela ocorre. Com esse estudo, esperamos gerar 

novos conhecimentos sobre os mecanismos intervenientes na maturação intratímica de células 

Treg e, assim, contribuir para um melhor entendimento da imunodesregulação associada à 

deficiência em WASP. 
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3. OBJETIVOS 

 

 O objetivo central é estudar os mecanismos que envolvem ao papel da fibronectina na 

maturação intratímica de tTreg, e compreender as desregulações associadas com a deficiência 

em Wasp que levam à redução do número de células tTreg em camundongos WKO.  

 

Objetivos específicos:  

 Analisar a expressão intratímica de fibronectina e a expressão de receptores de 

fibronectina em células tTreg, e a consequente relação intratecidual de células tTreg 

com a fibronectina; 

 Avaliar o papel da interação de células tTreg com a fibronectina sobre a 

ativação/sinalização e os processos celulares de proliferação e morte; 

 Avaliar a adesão das células tTreg em fibronectina e a expressão de receptores de 

fibronectina nessas células após o ensaio de adesão; 

 Avaliar a polimerização de actina e as projeções membranares dependentes de 

rearranjo de citoesqueleto de actina de células tTreg e T CD4 SP como efeito da 

adesão à fibronectina.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1) Animais 

  Foram utilizados camundongos geneticamente deficientes em Wasp (129S6/SvEvTac-

Was<tm1Sbs> ou BALB/c-Was_tm1Sbs; denominados WKO) e camundongos normais como 

controles isogênicos da linhagem (129S6/SvEvTac ou BALB/c; denominados WT – do inglês 

“wild type”). Em cada experimento foram utilizados de 1 a 3 animais controles e WKO, 

machos e fêmeas, com idade de 2 a 4 meses.  

A utilização desses animais está de acordo com os Princípios Éticos na 

Experimentação Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e sob aprovação da Comissão Ética de Animais da Fundação Oswaldo Cruz 

(CEUA) lincenciado pelo número LW-30/12. Os animais foram fornecidos pelo Centro de 

Criação de Animais de Laboratório (CECAL) da Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 

 

4.2) Anticorpos e moléculas 

Tabela 3: Anticorpos e moléculas utilizados durante o trabalho 

Anticorpos e moléculas Fabricante Número de catálogo 

Anticorpo anti-CD4 conjugado ao PerCP-Cy5.5 eBioscience 45004282 

Anticorpo anti-CD4 conjugado ao PE-Cy7 eBioscience 25004182 

Anticorpo anti-CD4 conjugado ao APC-Cy7 BD Biosciences 552051 

Anticorpo anti-CD8 conjugado ao APC Caltag RM252502 

Anticorpo anti-CD8 conjugado ao APC-eFluor® 780 eBioscience 470081 

Anticorpo anti-CD3 conjugado ao FITC BD Biosciences 555274 

Anticorpo anti-CD3 purificado BD Biosciences 550275 

Anticorpo anti-CD25 conjugado ao PE BD Biosciences 553866 

Anticorpo anti-CD25 conjugado ao APC BD Biosciences 557192 

Anticorpo anti-CD69 conjugado ao FITC BD Biosciences 01504D 

Anticorpo anti-Foxp3 conjugado ao PE-Cy7 eBioscience 2557382 

Anticorpo anti-Foxp3 purificado Cell Signaling e 

eBioscience 

D6O8R e 14577382 

Anticorpo anti-CD49d conjugado ao PE BD Biosciences 557420 

Anticorpo anti-CD49e conjugado ao FITC Southern  169502 

Anticorpo anti-CD49e conjugado ao PE BD Biosciences 557447 

Anticorpo anti-CD49f conjugado ao FITC BD Biosciences 555739 

Anticorpo anti-CD49f conjugado ao PE BD Biosciences 555735 

Anticorpo anti-Caspase-3-ativa conjugado ao PE BD Biosciences 550914 
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Anticorpo anti-Ki-67 conjugado ao FITC BD Biosciences 561165 

Anticorpo anti-fibronectina purificado Novotech, Abcam 24931 e ab2413 

Anticorpo anti-CD28 purificado eBioscience 140281 

Anticorpo anti-actina purificado Millipore Mab1501 

Anticorpo secundário IgG cabra-anti-coelho 

conjugado ao AlexaFluor 488 

Molecular Probes A11008 

Anticorpo secundário IgG cabra-anti-coelho 

conjugado ao AlexaFluor 546 

BD Biosciences A11010 

Anticorpo secundário IgG cabra-anti-rato conjugado 

ao AlexaFluor 546 

Molecular Probes A11081 

Anticorpo secundário IgG cabra-anti-rato conjugado 

ao AlexaFluor 488 

Molecular Probes A11006 

Anticorpo anti-IgG de rato conjugado ao PE BD Biosciences 11025A 

Anticorpo anti-IgG de rato conjugado ao FITC BD Biosciences 553929 

Anticorpo anti-IgG de rato purificado BD Biosciences 553927 

Anticorpo anti-IgG de coelho purificado Santa Cruz SC2027 

Molécula de fibronectina  Sigma F2518 

Interleucina 2 recombinante murina (rIL-2) R&D Systems P04351 

 

4.3) Obtenção de células   

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 e, em seguida, foi retirado o timo 

de cada animal. Os órgãos foram macerados em tecido voil 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 4ºC 

(Thermo Scientific, SORVALL ST16R) e os sobrenadantes desprezados. As células foram 

ressuspensas em 1 mL de RPMI + 10% SFB e mantidas no gelo. A celularidade foi analisada 

em câmara de Neubauer, com o auxílio de um microscópio óptico de campo claro (Nikon 

Microscope Eclipse E400). As suspensões de células foram utilizadas para os ensaios que 

envolveram citometria de fluxo.  

 

4.4) Fenotipagem de tTreg por citometria de fluxo 

A quantidade de células distribuídas na placa foi de 1 x 10
6
 células por poço, e foram 

utilizadas placas de PVC, 96 poços, de fundo em “U” (Alfa®, São Paulo, Brasil) para a 

marcação. Foram adicionados 100 µL de RPMI + 10% SFB em cada poço, e as células foram 
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centrifugadas a 400 g por 5 minutos a 4ºC. Foram colocados, em cada poço, 10 µL de solução 

contendo anticorpos contra marcadores de superfície (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD49d e anti-

CD49e) diluídos em PBS (Sigma-Aldrich, 1001648456) e as células mantidas por 30 minutos 

a 4-8ºC. Depois da incubação, as células foram lavadas com 100 µL PBS, sendo preparadas 

para a marcação intracelular. Para esta marcação, foi utilizada 150 µL solução fixadora e 

permeabilizante, contendo paraformaldeído e saponina, de acordo com as instruções do 

fabricante (solução Fix/Perm, eBioscience - Santa Clara, Califórnia), com incubação em 

geladeira por 40 minutos ou overnight. As células foram subsequentemente lavadas com 120 

µL solução permeabilizante contendo saponina (solução Perm, eBioscience), seguida de 

imunomarcação com solução contendo anticorpos diluídos em solução Perm por 30 minutos. 

Após duas lavagens com 120 µL da solução Perm, as células foram ressuspensas em PBS, 

para análise no citômetro. Os citômetros de fluxo utilizados foram FacsCanto (Becton 

Dickenson) e FacsAria (BD Bioscience), de acordo com a disponibilidade. Para controle e 

compensação, foram utilizadas células sem marcação e também marcações simples, de cada 

fluorocromo. Foram adquiridos 100.000 eventos dentro da região correspondente à população 

linfoide majoritária em gráfico bidimensional com os parâmetros de dispersão frontal (FSC; 

forward scatter) e dispersão lateral (SSC; side scatter).  

As análises dos dados adquiridos foram realizadas no programa Flow Jo. Para as 

análises percentuais das subpopulações do timo e da fenotipagem de tTreg em relação aos 

receptores de fibronectina (Figura 10), utilizamos uma sequência lógica de regiões após 

aquisição no citômetro de fluxo. Primeiramente, delimitamos uma regiãode linfócitos totais, e 

em seguida, delimitamos o grupo de células CD4
 
SP, DN, DP e CD8

 
SP (Figura 9A). Dentro 

do grupo CD4 SP foram delimitadas as regiões de células Foxp3
+
 e células Foxp3

-
 (Figura 

9B). A partir desses dois grupos, analisamos as populações CD49d
hi
, CD49d

-/lo
, CD49d

+
, 

CD49d
- 
(Figura 9C), CD49e

+
 e CD49e

-
 (Figura 9D). 
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Figura 9: Representação do fluxo das análises citofluorométricas. (A) As populações T CD4 SP (CD4+CD8- 

simples-positiva), CD8SP (CD4-CD8+ simples-positiva), DN (CD4-CD8- duplo-negativa) e DP (CD4+CD8+ 

duplo-positiva) foram delimitadas em função da expressão dos marcadores CD4 versus CD8. (B) A população T 

CD4 SP foi dividida em Foxp3+ e Foxp3-. (C) As análises de CD49d (curva em azul) foram delimitadas pelo 

controle de isotipo de imunoglobulina (linha preta pontilhada) e a presença de subpopulação CD49dhi foi 

definida a partir de análise da população DN (curva em vermelho; barra indica a positividade). (D) As análises 
de CD49e foram delimitadas somente pelo controle de isotipo (linha preta pontilhada; barra indica a 

positividade). 

 

 

4.5) Ativação, proliferação e morte de tTreg 

Foram utilizadas placas de PVC, 96 poços, de fundo em “U” (Alfa®, São Paulo, 

Brasil) tratadas com anti-CD3 (8 µg /ml) e fibronectina (10 µg/ml), 20 µl de cada, diluído em 
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RPMI+10%SBF overnight a 4ºC. A placa foi lavada com RPMI+10%SBF e foram 

adicionadas as células (1 x 10
6
 células por poço). Foram adicionados 50 µl de soluções 

contendo CD28 (5 µg /ml) e/ou rIL-2 (4 ng/ml) e as células foram deixadas em estufa a 37ºC 

por 6 horas, 24 horas e 48 horas.  

Após esses períodos, as placas foram retiradas da estufa e lavadas em RPMI+10%SBF 

e os anticorpos de superfície (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD69, anti-Caspase 3 ativa) foram 

adicionados (10 µL por poço), diluídos em PBS e as células foram mantidas por 30 minutos a 

4-8ºC. Depois da incubação, as células foram lavadas uma vez com PBS e foi adicionada a 

solução FixPerm (foi utilizado o kit descrito no item anterior) com incubação em geladeira 

por 40 minutos ou overnight. As células foram subsequentemente lavadas por 2 vezes em 

Perm, seguida de imunomarcação com solução Perm contendo o anti-Foxp3 e anti-Ki-67 por 

30 minutos. Após 2 lavagens com a solução Perm, as células foram ressuspensas em PBS e 

adquiridas no citômetro.  

Os controles foram feitos com células puras e células com marcação para cada 

fluorocromo utilizado. Foram adquiridas 100.000 células dentro do gate de linfócitos. Para as 

análises percentuais das subpopulações do timo e da fenotipagem de tTreg em relação aos 

marcadores de ativação, proliferação e morte (Figura 10), utilizamos uma sequência lógica de 

regiões após aquisição no citômetro de fluxo e análise no Summit (DAKO). Primeiramente, 

delimitamos uma região de linfócitos totais, e em seguida, delimitamos o grupo de células 

CD4
 

SP (Figura 10A). Dentro do grupo CD4
 

SP foi delimitada a região de células 

CD4
+
CD25

+
 (Figura 10B). Dentro da regição positiva, foram delimitadas as regiões de 

células Foxp3
+
 e células Foxp3

-
 (Figura 10C). A partir desses dois grupos, analisamos as 

populações Ki-67
+
 (Figura 10D), CD69

+
 (Figura 10E) e Caspase 3 ativa

+
 (Figura 10F). 
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Figura 10: Representação do fluxo das análises citofluorométricas II. (A) As populações T CD4 SP 
(CD4+CD8- simples-positiva) foi delimitada em função da expressão dos marcadores CD4 versus CD8. (B) A 

população T CD4 SP foi dividida em CD25+. (C) A população CD4+CD25+ foi dividida em Foxp3+ e Foxp3- 

(D,E,F) Dentro de cada uma das populações anteriores, o marcador Ki-67 (D), CD69 (E) e Caspase 3 ativa (F). 

 

4.6) Ensaio de adesão 

 Placas de 6 (Biofil®) ou 12 poços (Falcon®) com lamínulas de 18 mm e 0,17mm de 

espessura certificada foram recobertas com fibronectina (10 µg/ml) por 1h em câmara úmida, 

em seguida, o sobrenadante foi retirado e as placas foram deixadas para secar. Em seguida, 

adicionou-se solução de BSA 0,5% para os poços controles e nos poços contendo fibronectina 

por 1h em câmara úmida. O sobrenadante foi retirado, e as células foram adicionadas (10x10
6
 

células por poço nas placas de 6 poços e 1x10
6
 células por poço nas placas de 12 poços, sendo 

essas células provenientes de sorting contendo apenas células CD4 SP tímicas) diluídas em 

RPMI sem soro por 1h a 37ºC. Após esse período, as placas foram retiradas da estufa e as 

células não aderentes foram retiradas através de 3 lavagens consecutivas com PBS a 37ºC.  

Nesse ponto, as placas de 12 poços foram fixadas com paraformaldeído 4% por 10 

minutos à temperatura ambiente e submetida à imunofluorescência indireta. Após a fixação, 
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os poços foram lavados 2x com PBS/BSA 1% e submetidas a um tampão de permeabilização 

(PBS/Triton 0,01%) por 5 minutos. Em seguida, o anticorpo anti-Foxp3 purificado foi diluído 

em tampão de permeabilização e as células foram marcadas por 1 hora à temperatura 

ambiente ou overnight a 4ºC. Após esse período, os poços foram lavados com tampão de 

permeabilização por 2 vezes, e um mix contendo anticorpo de cabra anti coelho conjugado ao 

fluorocromo Alexa 546 e faloidina conjugada ao fluorocromo Alexa 488 diluídos em tampão 

de permeabilização foi adicionado aos poços e deixados em temperatura ambiente por 45 

minutos. Passado esse tempo, a placa foi lavada 2 vezes com o tampão de permeabilização e 

em seguida 2 vezes como PBS/BSA 1%. As lamínulas foram retiradas dos poços, retirados o 

excesso de líquido na sua superfície, e em seguida foram montadas em meio anti-fade Prolong 

Gold com DAPI em lâminas de vidro. Após 24 horas em câmara escura em temperatura 

ambiente, as lâminas foram analisadas por microscopia de super-resolução do tipo iluminação 

estruturada (SR-SIM) (Zeiss). As análises foram realizadas em timócitos CD4+CD8
–
 isolados 

em citômetro de fluxo, com posterior imunomarcação para Foxp3 (Figura 26); fluorescência 

em vermelho – a marcação nuclear é específica para o Foxp3, enquanto a tênue marcação 

membranar se deve à fluorescência emitida pelo fluorocromo utilizado para a marcação anti-

CD4). As análises posteriores foram realizadas no software Zen Black da Zeiss.  

As placas de 6 poços foram submetidas a subsequentes lavagens com PBS gelado para 

retirar as células aderentes. Em seguida, utilizou-se o protocolo de fenotipagem referente ao 

tópico 4.4. As análises foram realizadas no Flow Jo e estão sintetizadas na Figura 9 e Figura 

11. 

4.7) Obtenção de tecidos  

 Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 e, em seguida, foi retirado o timo 

de cada animal. Os órgãos foram emblocados em Tissue-Tek® (Sakura, Torrance – EUA) e 

congelados em gelo seco por 30 minutos. Em seguida os órgãos foram estocados em -80ºC. 

Os cortes foram realizados em criostato (Leica 1350, Leica Microsystems, Wetzlar, 

Alemanha) e foram sobrepostos em lâminas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina 

(Sigma). As lâminas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos e em seguida 

foram fixadas em acetona 100%, gelada, por 10 minutos. 
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Figura 11: Representação do fluxo das análises citofluorométricas III. (A) As populações T CD4 SP 

(CD4+CD8- simples-positiva), CD8SP (CD4-CD8+ simples-positiva), DN (CD4-CD8- duplo-negativa) e DP 

(CD4+CD8+ duplo-positiva) foram delimitadas em função da expressão dos marcadores CD4 versus CD8. (B) 

Dentro de T CD4 SP, delimitou-se as populações Foxp3+CD25+ e Foxp3-CD25+ (precursores) (C) As análises de 

CD49d e CD49e foram realizadas para a população Foxp3+CD25+ e (D) para a população Foxp3-CD25+. 

 

4.8) Análises da interação de células tTreg com a fibronectina tímica 

  Criocortes de 5 µm e 50 µm foram realizados e utilizados para a técnica de 

imunofluorescência através de imunofluorescência indireta. Para bloqueio os cortes foram 

incubados com PBS-BSA 1% por 30 minutos, à temperatura ambiente, foi realizada a 

marcação com anticorpos anti-fibronectina ou isotipo controle (IgG2a de coelho purificada), 

diluídos em PBS, durante 60 minutos ou overnight, à temperatura ambiente ou a 4ºC, 

respectivamente. Os cortes foram submetidos a 3 lavagens consecutivas de 5 minutos com 

PBS e, então, incubados com o anticorpo secundário Alexa 546 por 45 minutos. Para uma 

dupla marcação, os cortes foram submetidos a mais 3 lavagens de 5 minutos e incubados com 

anti-Foxp3 murino purificado ou com o isotipo controle (IgG2a de rato purificada), diluídos 

em PBS-Saponina 0,1% por 60 minutos. Após mais 3 lavagens de 5 minutos, foram 

incubados com o anticorpo secundário diluído em PBS-Saponina 0,1% por 45 minutos. Após 

as lavagens finais, as lâminas foram cobertas com meio de montagem Prolong Gold com 

DAPI (Life Technologies, P-36931) e visualizadas em microscópio de fluorescência (Zeiss 

Axio Imager A2). Para quantificação da média da intensidade de fluorescência, foi utilizado o 
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programa Image J, com utilização do Threshold (Jensen, 2013). Os cortes de 50 µm também 

foram analisados em microscópio confocal FV10i Olympus (Japão) na plataforma do Instituto 

Nacional do Câncer (INCA), utilizando o software FluoView 10-ASW 2.1 Viewer, também da 

Olympus, para obtenção das imagens do confocal e as imagens em 3D. 

 

4.9) Análises Estatísticas 

As diferenças entre os grupos experimentais foram avaliadas pelo teste não paramétrico 

Mann-Whitney (unicaudal ou bicaudal) e o método 2-way ANOVA. Os resultados encontrados 

foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de p foram inferiores a 0,05 

(*), inferiores a 0,01 (**) e 0,001 (***). Software utilizado para análise foi o GraphPad prism 

versão 5.0. As barras representam a média de cada grupo ± desvio padrão. 
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5. RESULTADOS 

5.1) Diminuição da rede de fibronectina na região medular tímica de 

camundongos WKO 

A fibronectina é mais encontrada na medula e nos septos do órgão  (Berrih et al. 1985) 

e as células tTreg são basicamente encontradas na região medular onde é diferenciada e 

selecionada (Fontenot et al. 2005a). Desse modo, definimos para o início do trabalho, analisar 

e comparar as regiões medulares tímicas de animais controle e WKO, assim como a presença 

e o número de células tTreg nessas regiões (definidas pela marcação intracelular de Foxp3). 

Observamos uma acentuada diminuição de células tTreg em camundongos WKO em relação 

à quantidade observada em camundongos BALB/c (Figura 12A-C). De forma interessante, 

observamos também, uma redução na imunomarcação de fibronectina na região medular 

tímica de camundongos WKO, quando comparadas com a marcação vista em camundongos 

controle. 

Análises em microscopia de fluorescência convencional corroboraram os resultados 

anteriores, onde, ao comparar as regiões medulares tímicas, revela-se uma diminuição de 

células tTreg em camundongos WKO em relação à quantidade observada em camundongos 

controle da linhagem 129/SvEv (Figura 13). Para quantificação da marcação de fibronectina, 

foi utilizado o programa Image J, com utilização do método de quantificação de Threshold 

(Jensen 2013).  Esses dados revelaram diminuição significativa da intensidade de 

fluorescência da marcação de fibronectina em camundongos WKO em relação ao controle na 

região medular tímica (Figura 14). 

 



41 

 

 

Figura 12: Diminuição da rede de fibronectina e do número de células tTreg na região medular tímica de 

camundongos WKO. (A) O painel mostra campos micrográficos representativos de análises por microscopia 

confocal de fluorescência em cortes de 50 µm de timos de camundongos controles BALB/c (fotos da coluna 

esquerda) e WKO (fotos da coluna direita), mostrando imunomarcação dupla de fibronectina (vermelho) e de 

Foxp3 (verde). As setas indicam as regiões que foram analisadas por microscopia confocal, e os insertos 

representam o controle negativo da imunomarcação. (B) Foram realizadas sobreposições das camadas 

micrográficas e; (C)  a reconstituição tridimensional das imunomarcações obtidas da região medular do timo de 

camundongos controle e WKO. Resultado de um experimento com n=1, 3 imagens utilizadas.  

WKO 

 

WKO 



42 

 

 

 

 

Figura 13: Diminuição da rede de fibronectina e do número de células tTreg na região medular tímica de 

camundongos WKO por microscopia convencional. O painel mostra campos micrográficos representativos de 

análises por microscopia de fluorescência em cortes de 5 µm de timos de camundongos controle 129SvEv (fotos 

da coluna esquerda) e WKO (fotos da coluna direita), mostrando imunomarcação dupla de fibronectina 

(vermelho) e de Foxp3 (verde) de áreas medulares e corticais. Nas áreas corticais não é possível observar células 

Foxp3 positivas e a fibronectina encontra-se mais delgada que na região medular. Resultado de um experimento 

com n=2. 
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Figura 14: Diminuição da rede de fibronectina na região medular tímica de camundongos WKO. O gráfico 

mostra a análise da quantificação da fluorescência de 21 campos micrográficos em cortes de 5 µm de timos de 3 

camundongos controle 129SvEv (barra branca) e 3 WKO (barra preta). Estatística: teste Mann-Whitney (* 

p<0,05). Os dados representam um conjunto de 3 experimentos, com n=3. 

 

5.2) O timo de camundongos WKO apresenta um aumento percentual de 

células  CD4 SP e uma diminuição percentual de células tTreg 

Devido à redução de células tTreg na região medular dos animais WKO observadas 

nos experimentos de imunofluorescência, decidimos analisar as populações de timócitos 

através de citometria de fluxo para confirmação da redução no número de células tTreg. 

Primeiramente, analisamos a celularidade tímica para comparação entre camundongos WT e 

WKO. Os resultados foram obtidos através da contagem das suspensões de células 

provenientes de timo em câmara de Neubauer. Apesar de os valores obtidos não serem 

estatisticamente significativos, observamos que os animais WKO apresentam um ligeiro 

aumento da celularidade, em termos de número de timócitos totais, quando comparados com 

os animais WT (Figura 15A).  Ao analisarmos os valores relativos e absolutos das 

subpopulações CD4
+
CD8

- 
(CD4 SP) e CD4

+
CD8

-
Foxp3

+
 (tTreg),

 
observamos um aumento 

significativo na frequência de células CD4 SP e uma diminuição significativa na frequência 

de células tTreg em camundongos WKO, mas não em número absoluto desses grupos 

celulares (Figura 15B-C). 
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Figura 15: Análise da celularidade e das populações de timócitos CD4 SP e tTreg em camundongos WKO 
e controle. (A) Número absoluto de timócitos nos animais WT e WKO (n=10). (B) Percentagem (n=10) e valor 

absoluto (n=6) de células CD4+CD8- nos animais WT e WKO. (C) Histograma bidimensional de análise CD4 

versus Foxp3, mostrando a região de análise das células Foxp3+(painel superior); percentagem (n=10) e valor 

absoluto (n=6) de CD4+CD8-Foxp3+ em animais WT e WKO (painel inferior). Estatística: teste Mann-Whitney 

(* p<0,05; ** p< 0,01). Os dados representam um conjunto de 3 experimentos. 
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5.3) Diminuição de células tTreg expressando receptores para fibronectina 

no timo de camundongos WKO 

Nossos resultados corroboram os estudos anteriores onde camundongos WKO 

apresentam menor número de células Treg (Snapper et al. 1998; Maillard et al. 2007). Esses 

dados, em conjunto com nosso achado de diminuição da fibronectina no arcabouço tímico, 

nos levaram a investigar se a relação entre tTreg e ECM tímica está envolvida na diminuição 

de Treg em camundongos WKO. Dessa forma, buscamos abordar a interação de células tTreg 

com a fibronectina. Inicialmente, analisamos a expressão dos receptores de fibronectina 

CD49d (cadeia alfa 4 do receptor VLA-4, 41) e CD49e (cadeia alfa 5 do receptor VLA-5, 

51). Apesar de ser receptor de para laminina, decidimos avaliar a expressão de CD49f 

(cadeia alfa 6 do receptor VLA6, 61) para comparação com os receptores de fibronectina.  

A análise da expressão da molécula CD49d por citometria de fluxo não mostrou 

diminuição entre WT e WKO na análise percentual, porém, observamos diminuição no 

número absoluto de células CD4
+
CD8

-
Foxp3

+
 expressando CD49d (Figura 16A). Células DN 

apresentam um subgrupo com alta densidade de moléculas CD49d em sua membrana e, dessa 

forma, são fenotipicamente definidas como células CD49d
hi

; partimos da análise dessa 

subpopulação para delimitar a subpopulação CD49d
hi
 dentro de células tTreg (Figura 9C). 

Essas análises mostraram, pela primeira vez, que células tTreg também apresentam uma clara 

subpopulação de células CD49d
hi

 (Figura 9C e Figura 16). Além disso, observamos uma 

diminuição significativa tanto na percentagem quanto no número absoluto de células tTreg 

CD49d
hi 

provenientes de camundongos WKO (Figura 16B). Ainda, análise da relação entre a 

frequência de células CD4
+
CD8

-
Foxp3

+
CD49d

+ 
 e a frequência de células  CD4

+
CD8

-
Foxp3

-

CD49d
+
 demonstrou diminuição significativa nos camundongos WKO em comparação aos  

controles WT (Figura 16C). De forma similar, uma diminuição significativa em WKO 

ocorreu quando foi analisada a razão entre a frequência de células CD4
+
CD8

-
Foxp3

+
CD49d

hi 
 

e a frequência de células  CD4
+
CD8

-
Foxp3

-
CD49d

hi
 (Figura 16D), esses resultado sugerem 

que a frequência maior de células CD49d
+ 

e CD49d
hi
   em células tTreg comparada àquela em 

células CD4SP, visto em animais WT, está reduzida de forma importante nos camundongos 

WKO.  

A análise citofluorométrica da molécula CD49e (Figura 17) demonstrou diminuição 

significativa nos números relativos e absolutos de células positivas para esse marcador nas 

células provenientes dos camundongos WKO em relação aos camundongos WT. No entanto, 

análise da razão entre a frequência de células CD4
+
CD8

-
Foxp3

+
CD49e

+
  e a frequência de 
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células  CD4
+
CD8

-
Foxp3

-
CD49e

+
 revelou a inexistência de diferença significativa entre os 

grupos WKO e WT. Visando avaliar se as alterações acima observadas são específicas para os 

receptores de fibronectina, decidimos analisar a expressão da molécula CD49f, um 

componente de receptor de laminina do tipo integrina. Essas análises mostraram diferença 

significativa no número relativo das células tTreg de camundongos WKO em relação ao de 

animais WT (Figura 18). 

 

 

Figura 16: Análise de CD49d em camundongos WKO e controle. Histogramas de análise da molécula CD49d 

dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ (painel superior). (A) Percetagem (n=10) e o número total (n=6) de 

células CD49d+ dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ (tTreg) de animais WT e WKO. (B) Percetagem 

(n=10) e o número total (n=6) de células CD49dhi dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ de animais WT e 

WKO. (C) Índice de expressão de CD49d+ com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-

Foxp3+CD49d+ sobre a percentagem de células CD4+CD8-Foxp3- CD49d+ (tTreg).  (D) Índice de expressão de 

CD49dhi com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-Foxp3+CD49dhi sobre a percentagem de células 

CD4+CD8-Foxp3- CD49dhi. Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05; ** p< 0,01). Os dados representam um 

conjunto de 3 experimentos. 
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Figura 17: Análise de CD49e em camundongos WKO e controle. Histograma de análise da molécula CD49e 

dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ (painel superior). (A) Percetagem (n=10) e o número total (n=6) de 

células CD49e+ dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ (tTreg) de animais WT e WKO (B) Índice de 

expressão de CD49e+ com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-Foxp3+CD49e+ sobre a percentagem 

de células CD4+CD8-Foxp3-CD49e+. Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05). Os dados representam um 

conjunto de 3 experimentos. 

 

 

 

Figura 18: Análise de CD49f em camundongos WKO e controle. Histogramas de análise da molécula CD49f 

dentro da subpoulação CD4+CDD8-Foxp3+ (painel superior). Percetagem (n=11) e o número total (n=9) de 
células CD49f+ dentro da subpopulação CD4+CD8-Foxp3+ (tTreg) de animais WT e WKO. Índice de expressão 

de CD49f+ com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-Foxp3+CD49f+ sobre a percentagem de células 

CD4+CD8-Foxp3-CD49f+. Estatística: teste Mann-Whitney ** p< 0,01). Os dados representam um conjunto de 3 

experimentos. 

 

É importante ressaltar ainda que observamos diminuição na expressão membranar 

dessas moléculas, a partir de análises da mediana da de fluorescência (dados não mostrados). 
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5.4) Diminuição em células precursoras de tTreg expressando receptores 

para fibronectina em timo de camundongos WKO 

A população CD4
+
CD8

-
CD25

+
Foxp3

-
 é definida em diversos estudos como 

precursores diretos de células Treg, que são dependentes da sinalização via IL-2R/STAT-5 

para a expressão de Foxp3 (Burchill et al. 2008). Dessa forma, nosso próximo passo foi 

avaliar se esses precursores também apresentavam diminuição para os receptores de 

fibronectina. Para essa análise, a partir da região que delimita a subpopulação CD4 SP, 

fizemos um gráfico de pontos para análise bidimensional dos parâmetros Foxp3 versus CD25, 

e delimitamos a região CD4
+
CD25

+
Foxp3

-
 (Figura 11). De forma interessante, observamos 

uma diminuição na frequência, mas não no número absoluto, de células CD4
+
CD8

-

CD25
+
Foxp3

-
 presente no timo de camundongos WKO, quando comparamos aos valores 

obtidos em animais WT (Figura 19). Além disso, ao analisar a razão entre precursores e 

células tTreg, não observamos uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

WT e WKO (Figura 19).  

 

Figura 19: Análise dos valores da população de precursores no timo de camundongos WT e WKO. 

Histograma bidimensional de análise CD25 versus Foxp3 dentro da população CD4+, mostrando a região de 

análise das células CD25+Foxp3- (painel superior); valores percentuais (n=5) e absolutos (n=5) da população 

CD4+CD8-CD25+Foxp3- (precursores) no timo de animais WT e WKO, e a razão entre as células precursoras 

(CD4+CD25+Foxp3-) e células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) (painéis inferiores). Estatística: teste Mann-Whitney 
(* p<0,05). Os dados representam um conjunto de 3 experimentos. 
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Figura 20: Análise de CD49d em precursores de Treg de camundongos WKO e controle. Histogramas de 

análise da molécula CD49d dentro da poulação de precursores (painel superior). (A) Percetagem (n=5) e o 

número total (n=5) de células CD49dhi dentro do subgrupo de precursores de Treg (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) em 
timo de WT e WKO, e índice de expressão de CD49dhi com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-

CD25+Foxp3-CD49dhi sobre a percentagem de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+ CD49dhi. (B) Percetagem (n=5) 

e o número total (n=5) de células CD49d+ no subgrupo de precursores de tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) em 

WT e WKO, e o índice de expressão de CD49d+ com a razão entre a percentagem de células CD4+CD8-

CD25+Foxp3-CD49d+ sobre a percentagem de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+ CD49d+.  Estatística: teste Mann-

Whitney (** p< 0,01). Os dados representam um conjunto de 3 experimentos. 
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Figura 21: Análise de CD49e em precursores de Treg de camundongos WKO e controle. Histogramas de 

análise da molécula CD49f dentro da subpoulação de precursores (painel superior). (A) Percetagem (n=5) e o 
número total (n=5) de células CD49e+ dentro da subpopulação de precursores de tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3-

)  no timo de WT e WKO e índice de expressão de CD49e+ com a razão entre a percentagem de células 

CD4+CD8-CD25+Foxp3-CD49e+ sobre a percentagem de células CD4+CD8-CD25+Foxp3+CD49e+. Estatística: 

teste Mann-Whitney. Os dados representam um conjunto de 3 experimentos. 

 

5.5) Células tTreg e seus precursores provenientes de animais WKO 

apresentam alterações nas propriedades de ativação recente e proliferação 

após estimulação in vitro 

A ativação do TCR e a coestimulação via CD28 têm sido definidas como 

fundamentais no processo de diferenciação intratímica de células tTreg (revisado em Hsieh et 

al. 2012). Assim, decidimos investigar como as células derivadas de animais WKO se 

comportavam em cultura frente à estimulação pelo TCR (com anticorpos estimuladores anti-

CD3 e anti-CD28) em conjunto com a adesão em fibronectina, avaliando a ativação, 

proliferação e morte. Inicialmente, avaliamos ex vivo a frequência de células ativadas, em 

proliferação e apoptóticas, respectivamente através da marcação de CD69, Ki-67 e caspase-3-

ativa, nos subgrupos de células tTreg e seus precursores. Nossos resultados sugerem que as 

células precursoras encontram-se em estado de maior ativação e proliferação, bem como 

apresentam maior suscetibilidade à morte por apoptose, em comparação às células Treg, no 

timo de ambos os grupos de camundongos WT e WKO (Figura 22A-C). Além disso, não foi 
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possível observar diferenças nos níveis de expressão de CD69, uma molécula altamente 

expressa em células Treg ativadas, na membrana de células tTreg e seus precursores entre os 

grupos WT e WKO (Figura 22A).  Por outro lado, a marcação para Ki-67 mostrou que os 

precursores de tTreg do timo de animais WKO estavam proliferando em níveis 

significativamente maiores, em comparação às células de camundongos WT (Figura 22B). 

Ainda, a marcação para caspase 3 ativa demonstrou um aumento não significativo na média 

da frequência de células precursoras apoptóticas em WKO em relação às células de animais 

WT (Figura 22C).  

Em seguida, as células foram colocadas em cultura para estimulação via anti-

CD3/anti-CD28, bem como via adesão à fibronectina. As análises prévias de ativação em 

períodos de 6-48 h mostraram altos níveis de expressão membranar de CD69 em células CD4 

SP e tTreg após 6 h de ativação, bem como eficiente atividade proliferativa, medida através da 

marcação com Ki-67, com 48 h em estimulação (dados não mostrados). Dessa forma, ao 

avaliarmos a marcação de superfície para CD69 e a frequência de células que expressam a 

molécula Ki-67, observamos que células tTreg e seus precursores obtidos de camundongos-

controle são ativadas na presença de anti-CD3/anti-CD28, mas não na presença de 

fibronectina (Figura 23A-B). Entretanto, quando analisamos a ativação dessas subpopulações 

de animais WKO, observamos que somente o grupo de precursores de tTreg são ativados via 

estimulação com anti-CD3/anti-CD28 (Figura 23A-B). Novamente, a adesão à fibronectina 

não leva à ativação ou proliferação de células WKO (Figura 23A-B). Além disso, 

observamos uma diminuição da proliferação de células tTreg de animais WKO, bem como de 

suas células precursoras, quando estimuladas via anti-CD3/anti-CD28 em presença de 

fibronectina (Figura 23B). Em relação à morte celular, observamos que os diferentes 

estímulos não alteram os níveis de apoptose nas células analisadas em ambos os grupos WT e 

WKO (Figura 23C). É importante ressaltar ainda a observação de que células tTreg 

apresentam níveis aumentados de apoptose com ou sem estímulos de ativação, quando 

comparadas com as células precursoras (Figura 23C).  
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Figura 22: Análise ex vivo da ativação, proliferação e morte de células tTreg e precursores. (A) 

Percentagem (n=3) de células CD69+ em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-

CD25
+
Foxp3

-
) no timo

 
de WT e WKO. (B) Percetagem (n=3) de células KI-67

+
 em tTreg (CD4

+
CD8

-

CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) no timo de WT e WKO. (C) Percetagem (n=3) de 

células Caspase-3-ativa em tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-)  no timo de 

WT e WKO Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05). Os dados representam um conjunto de 3 experimentos, 

com células isoladas de um animal por grupo em cada experimento. 
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Figura 23: Análise da ativação, proliferação e morte de células tTreg
 
e precursores. (A) Percetagem (n=3) 

de CD69+ em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) no timo de WT e 

WKO após 6 h de estimulação. (B) Percetagem (n=3) de KI-67+ em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+)  e  

precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) no timo de WT e WKO após 48 h de estimulação. (C) Percetagem (n=3) 

de Caspase-3-ativa+ em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) no 

timo de WT e WKO após 48 h de estimulação. Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05). Os dados 

representam um conjunto de 3 experimentos, com células isoladas de um animal por grupo em cada 

experimento. 
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5.6) Células tTreg obtidas do timo de animais WKO aderem menos à 

fibronectina 

Sabendo-se que durante a migração dos timócitos, os eventos de adesão e de-adesão 

são cruciais para que os timócitos entrem em contato com os sinais corretos para sua 

maturação e que a ECM é fundamental para esses eventos adesivos e de-adesivos (Savino et 

al., 2004), decidimos avaliar as propriedades adesivas de células tTreg e seus precursores 

frente à fibronectina. A análise de timócitos aderentes demonstrou que as células provenientes 

de animais WT aderiam significativamente à fibronectina, em comparação ao ensaio do 

controle de adesão em BSA, enquanto os timócitos WKO parecem não apresentar a mesma 

capacidade adesiva à fibronectina (Figura 24A). Ainda, verificamos aumento não 

significativo nos números relativos de células CD4 SP e tTreg aderentes à fibronectina, 

quando obtidas do timo de animais WT, mas não quando eram isoladas de animais WKO 

(Figura 24B-C).  

Levando-se em consideração o índice de adesão fibronectina/BSA, que permite 

individualizar a adesão em fibronectina e em BSA para o mesmo animal, notamos uma 

redução importante da capacidade adesiva de células provindas de animais WKO em 

comparação às células obtidas de animais WT (Figura 24A-D). Saliente-se que, embora tenha 

sido observado um pequeno aumento no número de células precursoras de tTreg WKO 

aderentes à fibronectina, a razão fibronectina/BSA também mostrou uma menor capacidade 

adesiva dessas células em relação àquelas do grupo controle WT (Figura 24D). A análise do 

número de células tTreg e precursores com capacidade adesiva à fibronectina e que expressam 

os receptores de fibronectina, CD49d e CD49e, demonstrou que células tTreg CD49d
hi

 

provenientes de animais WKO apresentam diminuição da adesão à fibronectina (Figura 

25A), em relação às células CD49d
+
, tTreg e precursores de animais WKO apresentaram 

menor adesão à fibronectina (Figura 25B). Ainda foi possível avaliar que as células 

precursoras CD49e
+
 de animais WKO apresentam menor adesão à fibronectina (Figura 25C). 
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Figura 24: Análise da adesão de timócitos em fibronectina. (A) Percentual de input e índice de 

fibronectina/BSA em timócitos totais de animais WT e WKO após 1 h de adesão à fibronectina (n=4). (B) 

Percentual de input e índice de fibronectina/BSA em timócitos CD4 SP de animais WT e WKO após 1 h de 

adesão à fibronectina (n=4). (C) Percentual de input e índice de fibronectina/BSA de células tTreg (CD4+CD8-

CD25+Foxp3+) de animais WT e WKO após 1 h de adesão à fibronectina (n=4). (D) Percentual de input e índice 

de fibronectina/BSA de precursores de Treg (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) de animais WT e WKO após 1 h de 

adesão à fibronectina (n=4). Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05). Os dados representam um conjunto de 4 

experimentos. 
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Figura 25: Análise de CD49d e CD49e em células tTreg e precursores. (A) Índice de fibronectina/BSA de 

CD49dhi em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) de animais WT e 

WKO após 1 h de adesão à fibronectina (n=4). (B) Índice de fibronectina/BSA de CD49d+ em células tTreg 

(CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) de animais WT e WKO após 1 h de adesão à 

fibronectina (n=4). (C) Índice de fibronectina/BSA de CD49e+ em células tTreg (CD4+CD8-CD25+Foxp3+) e 

precursores (CD4+CD8-CD25+Foxp3-) de animais WT e WKO após 1 h de adesão à fibronectina (n=4). 

Estatística: teste Mann-Whitney (* p<0,05). Os dados representam um conjunto de 4 experimentos. 

 

5.7) Células tTreg WKO aderentes à fibronectina apresentam alterações 

em estruturas celulares dependentes de rearranjo de citoesqueleto de 

actina 

Tendo em vista que timócitos e células Treg de camundongos WKO apresentam 

deficiência no espalhamento celular in vitro em resposta à sinalização pelo TCR (Cotta-de-

Almeida et al. 2007; Maillard et al. 2007b), decidimos investigar se células tTreg deficientes 

em WASP também apresentam alterações no remodelamento e polarização do citoesqueleto 
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de actina após adesão à fibronectina. Para isso, utilizamos marcação de faloidina, uma 

molécula que, por apresentar alta afinidade aos filamentos de actina, permite analisar a 

formação do citoesqueleto de actina cortical e de lamelipódios e filopódios (fluorescência em 

verde; Figura 26). Análises em microscopia de fluorescência convencional mostraram uma 

clara estruturação da actina cortical nas células aderentes à fibronectina provenientes de 

ambos os grupos estudados, embora não tenham permitido distinguir com nitidez as estruturas 

de polarização celular, ricas em actinas, como os lamelipódios e filopódios (Figura 26A-D). 

Com isso, decidimos avaliar essas amostras em microscopia de super-resolução, de forma a 

buscar níveis mais detalhados de informações sobre a formação dessas estruturas após adesão 

à fibronectina. Essas análises demonstraram a formação de filopódios bem estruturados e em 

grande número nas células CD4 SP (Figura 26B-C). Por outro lado, podemos observar que as 

células tTreg (núcleo vermelho) apresentaram fraca marcação com faloidina, quando 

comparadas aos timócitos CD4 SP (Figura 26B-C). Quando analisamos células CD4 SP 

WKO, notamos uma clara diminuição no número de filopódios, em comparação a essa 

subpopulação de animais WT (Figura 26E-F). De forma interessante, as células tTreg de 

WKO apresentam clara deficiência na formação da rede de citoesqueleto cortical e de 

projeções membranares dependentes de rearranjo de citoesqueleto de actina, não apresentando 

filopódios convencionais, como aqueles observados nas células WT (Figura 26E-F).  Nas 

imagens, observamos uma fraca marcação da fluorescência vermelha na superfície das células 

relativa ao anticorpo anti-CD4 acoplado ao fluorocromo APC-Cy7, usado no isolamento das 

células CD4 SP por citometria de fluxo, que foi captado pelo microscópio de super-resolução.  

As análises no eixo Z em microscopia de super-resolução indicaram que as células 

estavam fortemente aderidas à fibronectina (dados não mostrados) e, assim, decidimos 

quantificar nas imagens obtidas o espalhamento celular e o número de filopódios nas células 

aderentes. A avaliação da medida em micrômetros do diâmetro total de timócitos CD4 SP e 

células tTreg, demonstrou que os espalhamentos celulares dessas subpopulações são 

semelhantes nos animais WT e WKO, apesar da observação de leve diminuição nas células 

Treg do camundongo WKO (Figura 27A). Em outra análise, ao avaliar os números de 

filopódios de três células representativas de cada tipo celular de cada animal, observamos uma 

clara diminuição de filopódios nas células CD4 SP e em células tTreg de animais WKO em 

relação às células do animal controle, além de uma diminuição significativa dessas estruturas 

em células tTreg em relação aos timócitos CD4 SP em ambos os grupos WT e WKO (Figura 

27B).  
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Figura 26: Interação das células T CD4 com a fibronectina. (A) Fotomicrografia de fluorescência 
convencional com células CD4 SP e tTreg de animais WT. (B e C) Fotomicrografia de fluorescência de super-

resolução com células CD4 SP e tTreg de animais WT com respectivos aumentos (D). Fotomicrografia de 

fluorescência convencional com células CD4 SP e tTreg de animais WKO. (E e F) Fotomicrografia de 

fluorescência de super-resolução com células CD4 SP e tTreg de animais WKO com respectivos aumentos. Em 

verde temos marcado a faloidina, e em vermelho o Foxp3 e as moléculas CD4. 
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Figura 27: Espalhamento celular pós adesão e número de filopódios. (A) O tamanho de cada célula foi 

medido no programa Zen Black da Zeiss. As células  CD4 SP dos animais WT e WKO não apresentam diferença 

no espalhamento celular, no entanto, as células Treg dos animais WKO são menores que as células Treg do 

controle. (B) O número de filopódios foi contado a partir de 3 células CD4 SP e 3 células Treg de cada animal 

através dos diferentes níveis do eixo Z analisados no programa Zen Black (Zeiss). Estatística: teste 2-way Anova 

(* p<0,05; ** p< 0,005). 
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6. DISCUSSÃO 

As células do microambiente tímico e a ECM emitem múltiplos sinais que promovem 

o desenvolvimento dos timócitos, e que são essenciais para a manutenção da população de 

células T circulantes. Em resposta a estes sinais, os timócitos em desenvolvimento são 

induzidos a proliferar e migrar através do parênquima tímico, diferenciando-se em linfócitos 

T maduros (Savino et al. 2004; Petrie e Zúñiga-Pflücker 2007). Durante a diferenciação e 

migração, os timócitos encontram vários componentes do microambiente tímico como uma 

rede de TECs que são diferentes no córtex e na medula, macrófagos, células dendríticas, 

fibroblastos, componentes da ECM, além de componentes solúveis como fatores de 

crescimento, hormônios e quimiocinas. Todo esse arranjo tridimensional vai dirigindo os 

timócitos através do parênquima tímico levando às seleções positiva e negativa (Savino et al. 

2003). Nesse contexto, as células Treg são produzidas no timo normal como uma 

subpopulação funcionalmente distinta de linfócitos T CD4, selecionadas durante a seleção 

negativa por um mecanismo chamado desvio clonal (Xing e Hogquist 2012; Ohkura et al. 

2013; Schmitt e Williams 2013).  

Estudos recentes apontam para a existência de importante disfunção em células Treg 

de pacientes com WAS e de camundongos deficientes em Wasp (Adriani et al. 2007; 

Humblet-baron et al. 2007b; Maillard et al. 2007a; Marangoni et al. 2007). Porém, os 

mecanismos responsáveis por essa diminuição ainda não estão bem estabelecidos. Por isso, 

esse trabalho visa ao entendimento de como a deficiência em Wasp pode causar uma 

deficiência numérica em tTreg e a disfunção em células Treg através da relação com a 

fibronectina, um componente da ECM, devido à importância, já descrita anteriormente, do 

microambiente e da ECM, e de fatores liberados por eles durante o desenvolvimento e 

maturação dos timócitos durante a migração pelo timo.  

Dessa forma, a primeira parte do trabalho envolveu caracterizar a distribuição da 

fibronectina e das células Treg no timo dos animais WT e WKO. Nosso objetivo foi conhecer 

o arranjo tridimensional tímico desses animais para comparação de ambos. Como dito 

anteriormente, as células do microambiente tímico e a ECM expressam diversos sinais que 

promovem o desenvolvimento dos timócitos em regiões anatômicas específicas do timo 

(Savino et al. 2004; Petrie and Zuniga, 2007; Crisa et al. 1996).  Ao avaliarmos a fibronectina 

e as células Foxp3
+
 em microscopia confocal com reconstituição tridimensional desse 

arcabouço, observamos que, além das células Treg estarem diminuídas na região medular 

tímica dos camundongos WKO, havia uma alteração na distribuição da rede de fibronectina 
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nesses animais.  Essa alteração também foi observada em imagens de microscopia de 

fluorescência convencional. Essas imagens possibilitaram a quantificação da intensidade de 

fluorescência média da fibronectina no tecido. As análises dessa quantificação demonstraram 

uma diminuição da intensidade de fluorescência de fibronectina na região medular tímica dos 

animais WKO é significativa. Esse resultado nos leva a postular que a alteração de 

fibronectina no timo dos animais WKO esteja envolvida com alguma via ou mecanismo 

implicado na diminuição das células Treg nesses animais. De fato, alterações na rede de ECM 

no timo de animais com diferentes doenças podem levar a alterações no desenvolvimento de 

timócitos. Por exemplo, o timo de camundongo NOD, que desenvolve diabetes tipo 1 (DT1), 

apresenta a formação de espaços perivasculares gigantes com deposição de fibronectina, 

diminuição na expressão de VLA-5 em células Treg e uma migração fibronectina-dependente 

comprometida em timócitos (Cotta-de-Almeida et al. 2004; Mendes-da-Cruz et al. 2008).  

Nossos achados sobre a diminuição de células Treg corroboram estudos recentes, citados 

anteriormente, que descreveram disfunção em células Treg de pacientes com WAS e de 

camundongos deficientes em Wasp (Adriani et al. 2007; Humblet-Baron et al. 2007; Maillard 

et al. 2007; Marangoni et al. 2007). Além disso, pudemos observar nas imagens de 

imunofluorescência, que as células Treg dos animais controle e WKO parecem ter uma 

associação reduzida às fibras de fibronectina. No entanto, nos experimentos de adesão, essa 

redução só é proeminente nas células dos animais WKO, o que pode ser uma explicação para 

o defeito na geração de células Treg nesses animais, já que a ECM auxilia na migração e na 

exposição de fatores importantes para o desenvolvimento de timócitos. Experimentos de 

abordagem sobre esse postulado já estão planejados. 

 A constatação da alteração na distribuição de matriz no timo do animal WKO e uma 

concomitante diminuição das células Treg nesses animais nos levaram a questionar se a 

fibronectina teria um papel importante na diferenciação de células Treg e se essas células, 

provenientes dos camundongos WKO, poderiam ter um defeito na expressão dos receptores 

para fibronectina. A ECM é capaz de interagir com as células através de receptores 

específicos presentes na superfície celular. Esses receptores são os responsáveis por ativar 

diversas vias de sinalização intracelular que culminam com crescimento e diferenciação da 

célula, além de mediar a sobrevivência, fixação, polarização e migração da mesma 

(Rangarajan e Zaman 2008; Patsenker e Stickel 2011). De fato, a fibronectina é o maior 

componente estrutural do timo e é encontrada de forma majoritária na medula e nos septos 

tímicos, sugerindo um significado funcional na organização histológica córtico-medular 
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(Salomon et al. 1997). Em nossas análises fenotípicas de tTreg, observamos que, apesar de a 

percentagem e o número de timócitos CD4 SP estarem aumentados nos camundongos WKO, 

a percentagem de células Treg encontram-se significativamente diminuídas, conforme 

demonstrado previamente (Maillard et al. 2007a). Ao analisarmos os receptores de 

fibronectina nas células tTreg, encontramos uma diminuição das células CD49d
hi
 em animais 

WKO, assim como de células CD49d
+
. Do mesmo modo, observamos uma diminuição no 

número total das células tTreg que expressam o outro receptor para fibronectina, o CD49e. 

Esses achados sugerem que as células tTreg nos animais WKO apresentam uma menor 

expressão membranar dos receptores de fibronectina, VLA-4 e VLA-5, o que pode estar 

relacionado com uma menor interação e sinalização frente à fibronectina, também já 

diminuída no tecido. Consequentemente, esses achados podem estar relacionados com a 

deficiência numérica de tTreg em camundongos WKO, levando-se em conta que a interação 

com a ECM possa ser um fator importante na geração de células Treg. Ainda nesse contexto, 

avaliamos também, o índice de expressão de CD49d e CD49e com a razão entre a 

percentagem de células positivas para essas moléculas em células tTreg e células T CD4 SP. 

Nossos dados demonstram uma significativa diminuição dessa relação, somente quando 

analisamos o CD49d, nos animais WKO em comparação com seus controles. Assim, eles 

mostram que a frequência maior de células CD49d
hi 

e CD49d
+
 em células tTreg comparada 

àquela em células T CD4 SP, visto em animais WT, está reduzida de forma importante nos 

camundongos WKO. Esses resultados comparativos sugerem que a subpopulação de células 

tTreg deficientes em Wasp está potencialmente mais prejudicada na capacidade adesiva à 

fibronectina em relação às células CD4 SP. Além disso, apontam para a necessidade de 

investigar um potencial efeito diferencial de componentes de ECM sobre as diferentes 

subpopulações de timócitos que poderiam interferir na diferenciação e destino funcional final. 

Um exemplo da importância da ECM na periferia é de que pelo menos um componente 

intacto de ECM, como o ácido hialurônico, pode desempenhar um papel ativo na manutenção 

da tolerância imunológica, promovendo a função de células tTreg com persistência do fator de 

transcrição Foxp3 a partir da ativação do CD44 (Bollyky et al. 2009a, 2009b).  

 A população CD4
+
CD8

-
CD25

+
Foxp3

-
 é definida como precursores de células Treg, 

(Burchill et al. 2008). Como observamos alterações para os receptores de fibronectina nas 

células Treg, julgamos que seria importante avaliar se os precursores já apresentavam as 

alterações observadas em Treg. As análises citofluorimétricas demonstraram uma redução na 

frequência das células precursoras nos animais WKO em relação ao WT, no entanto, a razão 
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entre células precursoras e células Treg apresentaram um aumento no animal WKO, o que 

está relacionado com uma maior redução de células Treg em animais WKO, que já foi vista. 

Ao avaliar a expressão dos receptores para fibronectina, observamos uma diminuição na 

frequência das células precursoras que expressam CD49d
hi

 nos animais WKO, apesar disso, 

os números totais, e a razão com as células Treg não mostrou diferenças significativas. Do 

mesmo modo, as células CD49d
+
 e CD49e

+
 não demonstraram diferenças percentuais, 

numéricas ou na razão com as células Treg, entre os animais WKO e WT. Esses dados 

sugerem que durante o estágio de precursor as células não apresentam alterações substanciais 

na expressão dos receptores para fibronectina, e que, provavelmente, a diminuição dos 

receptores ocorre em uma etapa posterior da diferenciação das células Treg. Apesar de serem 

marcadores importantes para o desenvolvimento no timo, tendo expressões variadas de acordo 

com o estágio de maturação que o timócito se encontra (Lannes-Vieira et al. 1993; Savino et 

al. 1993; Gameiro et al. 2010), pouco se sabe da expressão desses receptores na doença WAS. 

Apesar disso, um estudo caracterizou alguns marcadores de ativação de células T de sangue 

periférico e de baço de pacientes com WAS. Eles observaram que há um aumento na 

expressão membranar de CD49d, CD49f, CD29 e CD45RO nas células T provenientes do 

paciente em relação as células das pessoas saudáveis (Gerwin et al. 1996). Embora este seja 

um resultado oposto ao que nós observamos, devemos compreender que se trata de um dado 

da periferia, e de que a expressão desses marcadores se dá pelo ambiente em que as células 

estão inseridas, sendo também, marcadores de ativação de linfócitos maduros periféricos.  

A ativação do TCR e a coestimulação via CD28 são fundamentais na diferenciação 

intratímica de células tTreg (revisado em Hsieh et al. 2012) e, é sabido que células Treg em 

proliferação adquirem um fenótipo de células ativadas aumentando a expressão de moléculas 

como CD69 e CD44 e de outros marcadores em sua superfície (Fisson et al. 2003). Com base 

nisso, decidimos avaliar como as células Treg dos animais WKO se comportavam frente à 

estimulação do TCR (através de anticorpos estimuladores anti-CD3/anti-C28) aliada à adesão 

em fibronectina avaliando a ativação, proliferação e morte. Pudemos observar que as células 

precursoras se encontram em estado de maior ativação e proliferação, mas não apresentam 

maior suscetibilidade à morte por apoptose, em comparação às células Treg, no timo de 

ambos os grupos de camundongos WT e WKO nos experimenos ex vivo. Nos experimentos 

de cultura para estimulação via anti-CD3/anti-CD28, bem como via adesão à fibronectina 

observamos, que células tTreg  e seus precursores oriundos de camundongos WT são ativadas 
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na presença de anti-CD3/anti-CD28, mas não na presença de fibronectina, mas somente as 

células precursoras de camundongos WKO são ativados pelo anti-CD3/anti-CD28.  

Embora não tenhamos observado um claro efeito sinérgico ou inibidor da fibronectina 

sobre a estimulação do TCR em células tTreg, é importante considerar novas abordagens 

sobre um possível papel da ECM sobre a diferenciação/ativação dessas células em associação 

a outros fatores presentes no microambiente tímico. Diversos fatores, como citocinas, fatores 

de crescimento e hormônios, podem agir sobre as TECs e, particularmente, alterar a produção 

de componentes da ECM. De fato, fatores presentes no timo, como o homônio do crescimento 

(GH) (revisado em Savino et al. 2015) e o TGF-β (revisado por Jurberg et al. 2015), podem 

modificar a produção intratímica de ECM.  Assim, sabendo-se que o TGF-β é um dos fatores 

centrais de diferenciação intratímica de células Treg (Liu et al. 2008) e que associa-se a 

moléculas de ECM (Taipale et al. 1994), será interessante uma abordagem do papel conjunto 

desses componentes sobre as células Treg. 

Em relação à morte celular, observamos que os diferentes estímulos não modificaram 

os níveis de apoptose nas células analisadas em ambos os grupos WT e WKO, mas, vale 

ressaltar que as células Treg apresentam níveis aumentados de apoptose com ou sem 

estímulos de ativação, quando comparadas com as células precursoras. Esse resultado mais 

uma vez sugere que a diminuição de células Treg vista em camundongos WKO não parece ser 

devido a um defeito até chegar no precursor, sendo provavelmente um problema que ocorre 

durante a diferenciação. No entanto, ainda são necessários experimentos envolvendo outras 

vias de morte importantes na geração de células Treg, como por exemplo, Bim (Pandiyan et 

al. 2007; Ouyang et al. 2010) e caspase 7 (Kubach et al. 2007). 

Esses resultados nos levaram a questionar como as células Treg se comportavam na 

adesão frente à fibronectina. Nosso objetivo foi avaliar a adesão à ECM e o perfil fenotípico 

das células aderentes nos animais WKO e WT. A ativação de receptores do tipo integrina por 

ligação da ECM medeia a formação de adesões célula-matriz, que disparam diversas vias de 

sinalização. As integrinas recrutam diversas proteínas do citoesqueleto, como vinculina, 

talina, paxilina e caveolina-1. Essas proteínas recrutam outras proteínas que ativam GEFs (do 

inglês, “guanine nucleotide exchange factors”) e fosforilações subsequentes em diversas vias 

de sinalização (Moreno-Layseca e Streuli 2014). A via de Wasp é uma via ativada por essas 

GEFs e vão desencadear na polimerização de actina nas células de origem hematopoiética. 

Dessa forma, Wasp está associada com as integrinas e, portanto, se há um defeito em Wasp, 
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algumas respostas em que a integrina utilizaria a via de Wasp podem se encontrar defeituosas. 

Como por exemplo, os sinais desencadeados por meio do TCR induzindo a ativação de 

integrinas (sinalização do tipo “inside-out”), como pode ser visto na interação entre a cadeia 

β2 da integrina  LFA-1 com ICAM-1 na superfície da APC, podem não ocorrer na ausência 

de Wasp (revisado em Cotta-de-Almeida et al. 2015). Decidimos avaliar as propriedades 

adesivas de células Treg e seus precursores frente à fibronectina. A análise de timócitos 

aderentes demonstrou que as células provenientes de animais WT aderiam significativamente 

à fibronectina enquanto os timócitos WKO parecem não apresentar a mesma capacidade 

adesiva à fibronectina. Do mesmo modo, células CD4 SP e tTreg aderentes à fibronectina 

obtidas do timo de animais WT apresentavam maior adesão à fibronectina do que as células 

provenientes de animais WKO. Ainda foi possível definir que células precursoras de tTreg 

WKO aderem menos que o controle. A análise dos precursores e Treg em relação aos 

receptores pra fibronectina demonstrou diminuição em células Treg CD49d
hi 

e CD49d
+
 e em  

células precursoras CD49d
+
 e CD49e

+
. Esses resultados sugerem que as células provenientes 

de animais WKO apresentam menor adesão à fibronectina e que consequentemente as células 

Treg ou suas precursoras apresentam alteração na expressão membranar dos receptores de 

fibronectina, o que justifica a menor adesão.  

Um estudo sobre a formação de podossomos demonstrou que integrinas ativadas por 

matriz podem formar diferentes estruturas de adesão (Yu et al. 2013). Os autores relataram 

que os fibroblastos desenvolvem podossomos quando espalhados sobre fluidos que 

contenham peptídeo RGD na superfície e que esses podossomos são protrusivos e 

caracterizados por anéis de RGD que cercam componentes principais, incluindo F-actina, N-

WASP, e Arp2/Arp3. A formação de podossomos foi mediada pela ativação local do 

fosfoinositida-3-quinase (PI3K) e a produção de fosfatidilinositol-(3,4,5)-trifosfato (PIP3) de 

um modo FAK/PYK2-dependente. Além disso, o enriquecimento de PIP3 precedeu a ativação 

de N-WASP e o recrutamento de RhoA (Yu et al. 2013). Nesse sentido, é interessante 

aprofundar se há de fato alterações na sinalização promovida pela ligação da ECM com a 

integrina em camundongos WKO, assim como o rearranjo de actina em células Treg na 

adesão à fibronectina. Os resultados das análises em microscopia de super-resolução pós-

adesão possibilitou avaliar células T CD4 SP e Treg com maior nitidez e foco em maior nível 

de detalhamento, propiciando uma análise mais refinada do número de filopódios nas células 

provenientes dos animais WKO e WT. O espalhamento celular foi analisado através da 

medida em micrômetros do diâmetro das células, e podemos concluir que não há diferenças 
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entre as células T CD4 SP de WT e WKO. Do mesmo modo, o resultado do espalhamento em 

células Treg, apesar de sugerir uma diminuição em células provenientes do WKO, não foi 

significativo. Já é descrito na literatura que células T deficientes em Wasp, ao serem 

colocadas em contato com anti-CD3, apresentam um defeito na reorganização da 

polimerização da actina (Gallego et al. 1997). Contudo, não há relatos sobre alterações 

similares decorrentes de ativação derivada da ligação à ECM. 

Nesse contexto, os nossos dados do número de filopódios demonstraram que as células 

CD4 SP e as células tTreg derivadas dos animais WKO apresentam um menor número de 

filopódios. Ainda foi possível concluir, que as células CD4 SP apresentam mais filopódios 

que as células Treg dentro das condições WT e WKO. Esses dados sugerem que há uma 

redução do rearranjo do citoesqueleto de actina nas células de origem WKO e que, mesmo em 

condições normais, as células Treg apresentam uma redução de filopódios em relação às 

células T CD4 SP e que isso se mantém nas células do WKO. Esses dados são corroborados 

com estudos na literatura, onde observaram que as células T derivadas do controle 

apresentavam a superfície celular com vários microvilos delgados e filopódios, enquanto as 

células provenientes dos pacientes com WAS eram desprovidas dessas estruturas ou a 

apresentavam de forma pequena e atenuada (Kenney et al. 1986; Molina et al. 1992). Essas 

alterações também acontecem em outras células hematopoiéticas. Um estudo recente em 

animais Wasp
-/-

 observou que a molécula Wasp e o complexo Arp2/3 são importantes na 

agregação plaquetária, pois sua ausência impede a formação de estruturas relacionadas a 

podossomos entre as plaquetas, e que, consequentemente, contribui para a diátese 

hemorrágica vista em WAS (Poulter et al. 2015). 

Modular a ECM ou seus receptores é um desafio para os pesquisadores e podem trazer 

técnicas inovadoras capazes de substituir tratamentos com medicamentos não específicos. 

Alguns testes já vão sendo feitos, como por exemplo, a utilização de um anticorpo 

monoclonal humanizado (natalizumab), dirigido contra a molécula VLA-4, para estudar os 

impactos da terapia sobre células Treg em esclerose múltipla (Stenner et al. 2008). Eles 

demonstraram que as células Treg dos pacientes têm menor expressão de VLA-4, e que, ao 

contrário de outras drogas imunomoduladoras, os efeitos terapêuticos benéficos do anticorpo 

monoclonal são em grande parte independentes das alterações na frequência ou função de 

células Treg. Nesse mesmo sentido, o CD49d pode ser utilizado como um novo biomarcador 

para diagnosticar pacientes com Distrofia Muscular de Duchene (DMD), prevendo a 
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progressão da doença por ensaios clínicos e, a utilização de peptídeos anti-CD49d ou 

anticorpos podem ser usados como uma abordagem terapêutica para diminuir danos nos 

tecidos mediada por inflamação em DMD (Pinto-Mariz et al. 2015). Nesse sentido, em nosso 

estudo é necessário testar se a transferência de Tregs, isoladas em função do nível de 

expressão de receptores de ECM, resulta em melhoria dos processos patológicos em 

camundongos WKO, como por exemplo, melhoria na colite desenvolvida por esses animais. 

Outra avaliação interessante é analisar a relação da ECM com as células Treg. Em 

vista disso, um estudo observou uma migração defeituosa, realizada em câmara transwell 

microporosa na presença de laminina e endotélio de cérebro humano, de células Tregs 

provenientes de pacientes com esclerose múltipla (Schneider-Hohendorf et al. 2010). Além 

disso, há o relato do papel de fibronectina no recrutamento de células Treg para tecido 

tumoral, onde bloqueio da fibronectina em modelo de glioma leva a paralização da 

proliferação celular pela redução da integrina β1 nas células tumorais e células Treg com 

consequente atraso na entrada de células Treg nas áreas de tumor (Sengupta et al. 2010). 

Todos esses dados, ainda que centrados na resposta de células Treg na periferia, demonstram 

um papel considerável da ECM nas patologias que envolvem ação de células Treg. No entato, 

no timo, pouco se sabe sobre o papel da matriz na geração e diferenciação das células Treg. 

Por isso, esse trabalho procurou entender como a deficiência em Wasp pode causar uma 

disfunção em células Treg através da relação com a fibronectina. Assim, ainda são necessários 

estudos para caracterização dos impactos da inativação de Wasp na geração de células Treg e 

na ECM tímica. Ainda, consideramos que a investigação da participação da sinalização 

desencadeada pela interação com a fibronectina na geração, migração e diferenciação de 

células Treg tímicas é fundamental para um melhor entendimento da WAS e dos mecanismos 

tímicos de maturação das células Treg. 
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7.  CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 A WAS gera diversos distúrbios no sistema imune, como a diminuição das células 

Treg, que pode estar envolvida no surgimento de desordens autoimunes na periferia. Entender 

o defeito tímico que leva à redução numérica dessas células é um passo importante para uma 

sobrevida dos pacientes com a doença. Nesse contexto, o presente estudo, buscou avaliar a 

importância da ECM, mais precisamente a fibronectina, na geração e maturação intratímica 

das células Treg.  

 De forma geral, os resultados aqui apresentados reforçam a nossa hipótese sobre a 

existência de um papel da fibronectina na geração das células Treg e de um defeito na rede de 

fibronectina nos animais WKO que possa estar relacionado com a concomitante diminuição 

das células Treg (Figura 28).  

 

Figura 28: Hipótese de estudo. O timo normal apresenta uma densa rede de ECM entremeando o órgão e 

direcionando, junto com o microambiente tímico, os timócitos aos diferentes estágios de maturação intratímica. 

Essa diferenciação altamente controlada culmina com a exportação de linfócitos T maduros para periferia. 

Especificamente, no caso das células tTreg, elas são selecionadas na medula e, então, estão prontas para 

desempenhar seu papel de reulação no sistema imune (painel superior). Em nosso modelo de estudo, a 

fibronectina encontra-se alterada na região medular do timo dos animais WKO e, concomitante a isso, é 

observada uma redução numérica e funcional das células Treg. Nossa hipóstese é de que a alteração da 
fibronectina e de seus receptores levem à redução dos eventos adesivos das células tTreg (painel inferior), 

dificultando eventos de ativação e proliferação dessas células. Essas alterações em animais deficientes em Wasp 

podem, assim, resultar na redução de células tTreg e em consequentes eventos patológicos, como o 

desenvolvimento de colite. 
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9. ANEXOS 

9.1) ANEXO 1 

 Co-autoria em artigo publicado durante o período do mestrado.  

“A tale from TGF-β superfamily for thymus ontogeny and function”. Arnon Dias 

Jurberg, Larissa Vasconcelos-Fontes e Vinícius Cotta-de-Almeida. Frontiers in Immunology, 
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Multiple signaling pathways control every aspect of cell behavior, organ formation, and 
tissue homeostasis throughout the lifespan of any individual. This review takes an onto-
genetic view focused on the large superfamily of TGF-β/bone morphogenetic protein 
ligands to address thymus morphogenesis and function in T cell differentiation. Recent 
findings on a role of GDF11 for reversing aging-related phenotypes are also discussed.

Keywords: TGF-β, BMP, thymus, thymopoiesis, T cell development

Introduction

The adaptive immune system evolved as a complex set of defense mechanisms amplified by the speci-
ficity properties of antigen receptor-bearing B and T lymphocytes (1). Following blood trafficking 
into the thymus, bone marrow-derived lymphoid progenitors become committed to T cell lineage 
development. Within this organ, cell specialization occurs gradually in a manner that T cell develop-
ment results in the generation of conventional CD4 and CD8 αβ T cells along with natural killer T 
cell (NKT; an innate-like T cell subpopulation), regulatory T cell (Treg), and γδ T cell subsets (2). 
Classically, commitment to T cell lineage was found to rely on the Delta-class Notch ligand Delta-like 
4 (DLL4) and the interleukin-7 (IL-7) along with kit and flt3 ligands at stages usually prior to TCRβ 
chain assembling (3–6). Branching into distinct paths can be observed throughout the mainstream 
developmental pathway, from the double-negative (DN; CD4−CD8−) T cell precursors to the highly 
expanded double-positive (DP; CD4+CD8+) cells, and the resulting mature single-positive (SP; 
CD4+CD8− or CD4−CD8+) stages. Thus, at specific niches, the thymus provides to developing T cells 
signals that trigger a series of ordered events leading to cell proliferation, TCR gene rearrangements, 
and selective checkpoints along with massive cell death (7). Altogether, these events culminate in 
a proper repertoire of distinct and specialized mature thymocyte subpopulations able to emigrate 
to the periphery. In this review paper, we highlight the role of members of the large transforming 
growth factor-β (TGF-β) superfamily (Box 1) during thymic ontogeny, thymic epithelial cell (TEC) 
differentiation and function, as well as T cell maturation. Lastly, we discuss recent information on a 
possible regenerative potential of TGF-β ligands to rescue aging-related thymus atrophy.

TGF-β Signaling and Thymus Formation

Organogenesis relies on well-organized interactions between distinct germ layers and differentiating 
cell types controlled by intricate molecular hierarchies. Thymus development occurs from common 
parathyroid bilateral rudiments in the epithelial endodermal lining of the third pharyngeal pouch 
around embryonic days (E) 9.0–9.5 in mice and early week 5 in humans (Figure 2A) (41–44). As 
growth continues through E10.5 in mice and early week 6 in humans, the contact between the third 
pharyngeal pouch and the third pharyngeal cleft ectoderm determines paired organ primordia with 
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stratified epithelium and a central lumen lined by precursors of 
medullary thymic epithelial cells (mTECs). These cells are char-
acterized by the expression of both claudin-3/4 and cytokeratin-5 
(K5) (46, 47). Further development of thymic medulla also 

depends on the successful establishment of the cortical region, as 
observed in mice with arrested T cell development (48). Within 
each primordium, a dorso-rostralmost domain expressing Gcm2 
gives rise to a parathyroid gland from E9.5 in mice or as early 
as the onset of week 6 in humans, whereas a ventro-caudalmost 
domain identified by Foxn1 expression produces a thymic lobe 
from E11.25 in mice or mid-week 6 in humans (Figure 2B) (44, 
49–52). Epithelial cell proliferation fills the pharyngeal pouch 
lumen by forming cord-like structures with smaller lumina, 
similar to branching morphogenetic events in other organs 
(Figure  2C) (47). In this context, activation of Foxn1 blocks 
the respiratory development (53) and, along with subsequent 
colonization by lymphocyte precursors, seems to be responsible 
to produce a concentric medulla less densely cellular than the sur-
rounding cortex (47). Fetal liver-derived lymphocyte progenitors 
colonize the embryonic thymus from E11.5 in mice and week 8 
in humans (54, 55), whereas short-term apoptotic events around 
E12.0 disconnect the developing anlagen from the embryonic 
pharynx (41). The rudiments migrate downwards at different 
paces, gradually resolving the Gcm2- and Foxn1-restricted 
domains into two morphologically distinct structures enclosed 
by neural crest-derived mesenchyme (Figures  2C–F) (51, 56). 
Parathyroid primordia usually lag behind and move toward the 
tracheal region dorsally to the thyroid gland, whereas thymic 
rudiments move ventrally and more caudally into the thoracic 
cavity (Figures 2D,E). The thymic primordia ultimately fuse at 
the midline to produce a bi-lobed organ above the developing 
heart (Figure 2F). Unlike mice, humans exhibit superior parathy-
roid glands derived from the fourth pharyngeal pouch (Figure 2) 
(43), whereas organogenesis of the human thymus is essentially 
similar to mice both morphologically and molecularly (44). Each 
of these morphogenetic events during thymus organogenesis is 
controlled by a multitude of signals, including members of the 
TGF-β superfamily.

Thymus Specification and Thymic Epithelial 
Cell Differentiation
Early production of Bmp4 by the endoderm, the surrounding 
neural crest-derived mesenchyme, and the overlying ectoderm of 
the third pharyngeal arch and cleft raised the possibility that bone 
morphogenetic protein (BMP) signals may trigger thymus and 
parathyroid formation (57). However, conditional inactivation 
of Bmp4 in both pharyngeal endoderm and mesenchyme using 
a Foxg1–Cre line had no effect in organ induction, but resulted 
in abnormal morphogenesis (see below) (58). This could be the 
result of a short-time window of 24 h necessary to establish the 
prospective thymic and parathyroid domains as observed in 
chicken embryos (59). Indeed, Patel et  al. have observed using 
a Bmp4lacZ-reporter line that the onset of Bmp4 production 
occurred at E9.5 in the ventral pharynx close to the third pouch 
entrance, but not in the pouch endoderm or mesenchyme proper 
(57). Expression in these tissues was later achieved and expanded 
to the overlying ectoderm (57). The realization that endoderm 
patterning occurs before primitive gut and pharyngeal pouch 
formation still hampers the identification of signals responsible 
for thymus specification in vivo and other members of the TGF-β 
superfamily may also be at play (60). Particularly, activin A is 

BOX 1 | Multiple roads for signaling by TGF-β superfamily members.
The TGF-β superfamily comprises TGF-β1–3, bone morphogenetic proteins 
(BMPs), growth and differentiation factors (GDFs), Nodal, activins/inhibins, 
Müllerian inhibiting substance (MIS)/anti-Müllerian hormone (AMH), and Lefty. 
These ligands were initially grouped accordingly to the functional roles obser-
ved following their original identification (8–11). As it became clear that most 
ligands play multiple functions depending on cell type, developmental stage, 
or tissue conditions, they are now classified by sequence similarity and the 
downstream pathway they activate (12). Each family member has an overall 
basic structure, in which inactive forms are produced with an N-terminal 
secretion peptide and a large propeptide domain known as latency-associated 
peptide (LAP). Cleavage of the propeptide domain by proprotein convertases 
releases a mature domain at the C-terminus, which eventually dimerizes (13). 
The propeptide domain has major regulatory roles. It influences protein stability 
and functions as chaperone during secretion, also mediating diffusion through 
interactions with the extracellular matrix and inhibiting the active peptide form 
even after cleavage (14–16).

Signaling by TGF-β superfamily members occurs through a similar 
mechanism, but operates with distinct components. Ligands bind single-pass 
transmembrane receptor serine/threonine kinases, which relay the signal for 
intracellular effectors capable of translocating into the nucleus to modulate 
gene transcription (Figure 1). More specifically, these receptors are classified 
into two structurally similar types. Ligand binding occurs only through type II 
receptors, which then recruit and phosphorylate type I receptors [e.g., Ref. (17, 
18)]. Type II receptors, such as ActRII (Acvr2a) or ActRIIB (Acvr2b), may take 
part in many distinct pathways or may be specific for a given group of ligands, 
such as AMHR2 (Amhr2) for MIS/AMH, BMPRII (Bmpr2) for most BMPs and 
Gdf9, and TβRII (Tgfbr2) for TGF-βs (19, 20). Type I receptors are also known 
as activin receptor-like kinases (ALKs) due to their sequence similarity to acti-
vin receptors (21). These receptors are usually specific to a more restricted set 
of ligands. For instance, Nodal, Gdf1, Gdf11, activins, and inhibins bind ActRII 
to recruit Alk4 (Acvr1b) and Alk7 (Acvr1c) or they bind ActRIIB to recruit either 
Alk4, Alk7, or Alk5 (Tgfbr1) (19). Together, type II and type I receptors form a 
heterotetrameric complex, in which the type I receptor further phosphorylates 
intracellular effectors of the Smad family (22). Depending on the ligand/recep-
tor complex they are responding to, receptor-activated Smads (R-Smads) can 
be subdivided into two groups: a BMP-related set gathers Smad1, Smad5, 
and Smad9 (formerly Smad8), whereas Smad2 and Smad3 are responsive 
to TGF-β-related signals (Figure  1). An N-terminal MH1 domain negatively 
regulates the MH2 domain, being indispensable for Smad translocation into 
the nucleus and DNA binding (23–25). However, these functional properties 
do not hold true for all R-Smads. In particular, Smad2 seems to interact to 
DNA only indirectly (24).

A common mediator Smad (co-Smad), or Smad4, integrates signals 
from both branches by associating with the R-Smads (Figure 1). They form 
transcriptional complexes able to translocate into the nucleus (26–28). Nuclear 
transportation of Smads depends on accessory proteins, particularly importins, 
exportins, and nucleoporins (29, 30). The presence of DNA molecules harbo-
ring Smad-binding elements favors heterodimerization between R-Smads and 
co-Smad (28). They ultimately associate with cell-type-specific transcription 
factors and co-activators to regulate a plethora of target genes (31).

Regulation of Smad activity occurs through multiple mechanisms (32). Two 
inhibitory Smads (I-Smads) impair signaling by competing with R-Smads for 
receptors or by co-Smad interaction (33). For instance, Smad6 forms stable 
interactions with type I receptors, blocking phosphorylation of Smad2 and 
Smad1, but not Smad3 (34, 35). Similarly, Smad7, the other I-Smad mem-
ber, also binds type I receptors and suppresses further phosphorylation by 
targeting them for proteasome-dependent degradation (35, 36). The available 
literature on the molecular interactions of TGF-β superfamily members is vast, 
but not in the scope of this review. Further information can be found elsewhere 
(33, 37–40).
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required to induce definitive endoderm prior to the differentia-
tion of third pharyngeal pouch endoderm in vitro (61). Since gene 
targeting of some superfamily ligands or their receptors results in 
embryonic lethality (62–64), new conditional mutants should be 
produced taking into consideration that gene deletion may have 
to occur earlier and at different embryonic compartments than 
previously thought.

The possibility that thymus induction depends on synergistic 
effects of TGF-β superfamily ligands with non-superfamily 
signals is a likely case (59). Endoderm-derived undifferentiated 
epithelial cells comprise a homogeneous population pheno-
typically defined as cytokeratin (K)5+K8+EpCAM+MTS24+ in 
the thymic primordium of mouse embryos at E12.0 (65). When 
a single progenitor cell labeled with enhanced yellow fluorescent 
protein (eYFP) was microinjected into an unlabeled syngeneic 
thymus rudiment with the same age, and transplanted under the 
kidney capsule, both cortical and medullary portions showed 
scattered eYFP+ TECs also positive for region-specific markers 
after 4  weeks, revealing that common bipotent progenitors are 
able to produce both epithelial lineages during embryogenesis 
(65). Recently, thymic epithelial progenitor cells (TEPCs) bearing 
stem-cell features were also identified in the thymus of adult mice 
as a MHCIIlowα6 integrinhighSca-1high subset (66). They mature in a 
highly complex stepwise process not fully understood, ultimately 
producing cortical TECs (cTECs) or mTECs (67).

Cortical TECs are sparsely distributed and may be identi-
fied as CD45−EpCAM+Ly51(CD249)+Ulex europaeus lectin 1 
(UEA-1)−K5−K8+ cells with high levels of both MHC II and the 
proteasome subunit β5t (68–71). Considering the TGF-β-related 
pathways, cells from neonatal mice express both the Acvr2a 
(ActRII) and Acvr2b (ActRIIB) genes for the common receptors, 
in addition to Acvr1 (Alk2), Bmpr1a (Alk3), and Bmpr2 (BMPRII) 

FIGURE 1 | Signaling by ligands of the TGF-β superfamily in the thymus. 
Members of the TGF-β superfamily may signal by either the TGF-β (reddish) or 
the BMP branch (bluish). Upon binding to type II serine/threonine receptors 
occurs the recruitment of type I receptors, which further phosphorylate Smad 
proteins. Whereas ActRIIA and ActRIIB may be shared between both 
pathways, TβRII and BMPRII are specific to TGF-β and BMP signaling, 

respectively. In general, Smad2 and Smad3 relay signals from the Alk4, Alk5, 
and Alk7 receptors, while Smad1, Smad5, and Smad8/9 are phosphorylated 
by Alk2, Alk3, and Alk6 receptors. However, Alk2, Alk6, and Alk7 are not 
expressed during thymocyte maturation. Modulation of gene expression occurs 
after Smad complex translocates into the nucleus and depends on the 
interaction with additional protein complexes (not shown).

for the BMP-specific receptors, and the TGF-β-specific type I 
receptors, Alk4 (Acvr1b) and Alk5 (Tgfbr1), and type II receptor 
TβRII (Tgfbr2) (71, 72). This set of receptor genes allows cTEC 
to respond to both signaling branches of the TGF-β superfamily, 
even though the BMP receptor, Bmpr1b (Alk6), and the TGF-β 
receptor, Acvr1c (Alk7), are not present. Yet, expression of subunit 
genes Inha and Inhbb for inhibins and activins, Bmp2 and Bmp4, 
and Tgfb1 and Tgfb3 makes possible the existence of an autocrine 
circuitry for thymic homeostasis, and indicate that these factors 
might influence early thymopoiesis (71, 72).

In the thymic medulla, mTECs are characterized by a 
CD45−EpCAM+Ly51−K5+K8− phenotype with variable levels of 
UEA-1, MHCII, CD80, and Aire (67). These distinct expression 
profiles seem to take part in the differentiation program in which 
MHCIIhighCD80high mature mTECs expressing Aire are respon-
sible for the production of numerous peripheral self-antigens 
in the thymus, a critical event for central tolerance (67, 73–77). 
Hence, SP cells that strongly interact with self peptides through 
MHC molecules (pMHC) arrest migration, exhibit sustained 
TCR activation, persistent high levels of cytosolic Ca2+, and early 
caspase activation, leading to macrophage-dependent phago-
cytosis (78, 79). Surprisingly, thymocyte apoptosis triggers the 
production of all three TGF-β ligands by dendritic cells (DC), 
macrophages, and TECs in the medullary region of neonate or 
adult thymuses, a phenotype that was partially impaired in Bim 
mutants (80). In addition, apoptosis-driven production of TGF-β 
signals resulted in an increased generation of thymic regulatory 
T (tTreg) cells (see below) (80). Interestingly, mTECs are the cell 
type in the thymus that express most ligand genes of the TGF-β 
superfamily and their cognate receptors – Inha and Inhbb, Bmp2, 
Bmp3, Bmp4, Bmp5, Bmp6, and Gdf6/Bmp13, Gdf3, Gdf6/Bmp13, 
Gdf8/myostatin, Gdf10, Gdf11, and Gdf15, Lefty1 and Lefty2, 
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FIGURE 2 | Signaling by TGF-β superfamily members during thymus 
organogenesis. Schematic representation of thymus formation at different 
stages of development. (A–C) Thymus specification viewed dorsally at the 
ventral half of the pharyngeal region. (A) The common parathyroid–thymus 
primordium arises from the third pharyngeal pouch endoderm. (B) Within each 
anlage, mTEC precursors line a central lumen surrounded by a dorso-
rostralmost domain expressing the BMP-antagonist Noggin and the 
parathyroid specific gene Gcm2 (light green), whereas the ventro-caudalmost 
domain expresses Bmp4 and the thymus-specific gene Foxn1 (blue). (C) Each 
primordium grows in size while proliferating cells fill the rudiment lumen, later 

colonized by lymphocyte precursors to produce an inner medulla. (D–F) 
Thymus migration toward the heart. The inferior parathyroid (light green) and 
the thymus (blue) primordia are gradually resolved as they migrate downwards. 
(D) TGF-β cues from the endothelium of pharyngeal blood vessels (e.g., carotid 
arteries) seem to orient thymic and parathyroid migration toward their final 
location. (E) The third pharyngeal pouch-derived thymic and the inferior 
parathyroid rudiments pass by the primordia of the superior parathyroid (dark 
green), which migrate only a short distance downward the tracheal region. (F) 
Fusion of the thymic primordia occurs at the midline just above the developing 
heart (not shown) [modified from Ref. (45)].
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Tgfb1, Tgfb2, and Tgfb3 along with Acvr2a (ActRII), and Acvr2b 
(ActRIIB), Acvr1 (Alk2), Bmpr1a (Alk3), and Bmpr2 (BMPRII) 
for BMP/growth and differentiation factor (GDF) signaling, and 
Acvr1b (Alk4) and Tgfbr1 (Alk5) for the TGF-β/Activin/Nodal 
pathway, in addition to the type III receptor gene Tdgf1 (Cripto) 
(71, 72, 81, 82).

The possibility that members of the TGF-β superfamily 
produced by mTECs may influence T cell differentiation or 
impact thymus physiology cannot be ruled out and remains to 
be thoroughly investigated. For instance, despite the previously 
identified BMP ligands in mTECs  –  Bmp3/osteogenin, Bmp5, 
Bmp6, and Bmp13 – there is no available functional information 
regarding their activities in the thymus to our knowledge. It is 
known, on the other hand, that Bmp6 exerts an antiprolifera-
tive effect in peripheral CD19+ B cells and induces apoptosis in 
CD27+ memory B cells (83). By contrast, Tgfbr2 deficiency in 

differentiating T cells increased apoptosis of TCRβhighCD4+ and 
TCRβhighCD8+ mature SP cells after anti-CD3 treatment or of 
TCRβhighOT-II T cells after antigen-dependent stimulation, thus 
revealing that TGF-β signals might be involved in thymocyte-
negative selection (84). Interestingly, loss of Tgfbr2 in TECs using 
a Foxn1–Cre mouse line resulted in an expansion of the mTEC 
compartment  –  especially MHCIIhigh cells  –  without affecting 
cTEC cellularity and the morphology of the corticomedullary 
junction (85). Indeed, other lymphocyte-derived signals than 
TGF-β ligands are known to influence mTEC maturation, a 
phenomenon that is largely known as “thymic cross-talk” (86).

Signaling by TGF-β superfamily members appears to play a 
secondary role in regulating a master regulator of thymus devel-
opment and function. Inactivation of the transcription factor 
Foxn1 results in an athymic phenotype despite the formation of 
an epithelial anlagen during embryogenesis (49, 87). Expression 
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of Foxn1 in thymic primordia is anticipated by the production 
of Bmp4 and Wnt4 in the epithelium and the adjacent mesen-
chyme of the third pharyngeal pouch from E10.5 in mice and 
from mid-week 6 in human embryos (23, 57, 88). Accordingly, 
in  vitro treatment of fetal thymic organ culture (FTOC) with 
BMP4 or overexpression of Wnt4 in a TEC cell line upregulated 
the expression of Foxn1 (88, 89). However, conditional inactiva-
tion of Bmp4 in the pharyngeal endoderm and mesenchyme 
did not affect Foxn1 expression (58), similarly to transgenic 
embryos expressing the BMP-antagonist Noggin in TECs (90). 
In turn, information on blockage of Wnt4 and its effect over the 
expression of Foxn1 is limited. In particular, Talaber et al. have 
shown that a single administration of dexamethasone caused 
the reduction of both Wnt4 and Foxn1 levels (91). Interestingly, 
conditional deletion of β-catenin in mTECs using a BK5–CreERT 
line resulted in Foxn1 downregulation (92). Altogether, the avail-
able evidence suggests that induction or maintenance of such an 
essential transcription factor in the thymic epithelia relies on an 
intricate molecular hierarchy with a key participation for BMP 
and WNT signals, which may provide some kind of redundancy 
for TEC differentiation and function.

With a great potential for translational medicine, differen-
tiation of TEPCs from mouse or human embryonic stem cells 
(ESCs) can be achieved under culture conditions by the addition 
of selected growth factors, including TGF-β superfamily ligands. 
For instance, Lai and Jin have initially reported that incubation 
with Fgf7, Bmp4, Egf, and Fgf10 produced K5+K8+EpCAM+ 
cells from mouse ESCs (93). These cells were able to further 
differentiate into medullary K5+K8− and cortical K5−K8+ TECs 
when transplanted with CD4−CD8−CD45+ thymocytes under 
the kidney capsule and sustain normal T cell maturation (93). In 
humans, an Activin A-dependent inductive stepwise process first 
differentiate ESCs into definitive endoderm (94), and later into 
SOX2+FOXA2+CDX2− anterior foregut endodermal cells by the 
concurrent inhibition of BMP and Activin/TGF-β signaling using 
Noggin and the type I receptor-specific inhibitor SB-431542, 
respectively (95). Further development into TEPC may be 
achieved by relatively similar approaches, generally modulating 
retinoic acid, canonical Wnt, and BMP level (61, 96).

Thymus Colonization by Lymphoid Precursors
Colonization of the thymic primordia occurs through intermit-
tent cell flow based on chemokine-dependent mechanisms (55, 
97–100). It begins discretely prior to organ vascularization 
with T cell-restricted progenitors that are unable to definitely 
populate the thymus (55, 97). Cell influx is transiently inter-
rupted during thymus migration to the thoracic cavity (42). 
Then, a second wave of cell colonization brings multipotent 
T cell- and NK-cell progenitors before birth (55). The most 
significant chemokines currently identified for attracting early 
T lineage progenitors (ETPs) to the developing avascularized 
thymus are CCL25 and CCL21 (98). Curiously, whereas CCL25 
is produced by both Foxn1-positive TECs and the adjacent 
parathyroid primordium, CCL21 is expressed only by Gcm2-
positive cells (99, 101). These ligands signal, respectively, 
through the CCR9 and CCR7 receptors present in CD45+ ETPs 
(102–105). However, it is still poor defined whether members 

of the TGF-β superfamily directly or indirectly influence or are 
modulated by these chemokines during thymus colonization. 
In particular, Gordon et al. observed delayed ETP homing into 
Bmp4-deficient thymic primordia at E11.5, but no significant 
differences in CCL25 expression in relation to wild-type thymus 
(58). The relationship with CCL21, other chemokines and their 
cognate receptors in the embryonic thymus, if present, remains 
to be determined. Of note, many pathological conditions and 
morphogenetic events show participation of TGF-βs, BMPs/
GDFs, and activins/inhibins in the modulation of chemokine 
production and vice versa (106–113).

Interaction of immigrating lymphocyte progenitors with 
the thymic stroma is critical for adult thymus organization, 
but not for TEC differentiation during embryonic develop-
ment. Using CD3ϵ transgenic mouse embryos, known to 
exhibit arrested T cell maturation at the triple negative (TN) 
CD3−CD4−CD8−CD44+CD25− ETP stage (114, 115), Jenkinson 
et al. have shown that K5+K8+ bipotent TEPCs normally differ-
entiate into functional K5+K8− medullary and K5−K8+ cortical 
TECs, although adult thymus in these transgenic animals exhibit 
persistent flat organization with morphologically abnormal 
cortex (115, 116). In particular, transfer of normal bone marrow 
cells into RAG2−/−; tgϵ26 chimeric mice, in which bone marrow 
cells from mice mutant for the recombination activating gene 2 
(RAG2) were previously transplanted into newborn tgϵ26 mice, 
rescued thymic organization and cellularity in the adult (48).

Thymus Migration
The subsequent migration of the thymus into the thoracic cavity 
also relies on signaling by members of the TGF-β superfamily 
and depends on neural crest cells. Despite a minor contribution 
in thymus cellularity, forced production of the BMP-antagonist 
Noggin in the caudal hindbrain prior to neural crest migration 
using B2-NC:Noggin transgenic mice culminated in thymic 
hypoplasia or aplasia later in development (117). Indeed, Bmp2 
induces Cdc42-dependent actin cytoskeleton reorganization and 
filopodia formation in neural crest cells, consequently affecting 
their subsequent migration (118). Moreover, conditional loss 
of Bmp4 in mice expressing Foxg1–Cre impaired the separation 
between correctly patterned parathyroid and thymus, which also 
exhibited a partially compromised capsule (58). Yet, based on 
observations performed for thyroid migration (119), Gordon 
and Manley have proposed that the downward migration of the 
thymus may be driven by signals from the pharyngeal blood 
vessels, more specifically the carotid arteries (Figures  2D–F) 
(42). Remarkably, mouse embryos with cardiac neural crest cells 
deficient for the type I receptor Alk5 (Tgfbr1) show defective 
cardiac outflow development, with atypical branching of carotid 
arteries and failed migration of still connected parathyroid and 
capsule-encased thymus (120). This raises the possibility that the 
directional cue for thymus migration might be Alk5 ligand (e.g., 
TGF-β1–3 or Gdf11), possibly secreted or released through the 
endothelium (Figures 2D–F). By contrast, conditional inactiva-
tion of Tgfbr2 in TECs by a Foxn1–Cre mouse line does not affect 
thymus final positioning (121). Although producing distinct 
phenotypes, each signaling branch by members of the TGF-β 
superfamily is involved in the downward migration of thymic 
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darker orange region of the scheme represents the thymic cortex, whereas 
light orange represents the thymic medulla. A thin corticomedullary region is 
represented in between the cortex and medulla. Omitted components are 
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present. DN, double-negative; DP, double-positive; SP, single-positive.
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primordia and reveals a critical, but still poorly understood role 
for the neural crest-derived capsule during thymus organogen-
esis. Neural crest cells may also differentiate into endothelial cells, 
pericytes, and smooth muscle cells, and were found to persist in 
adult mice up to the onset of thymus involution (122).

Thymus Organization and Maturation of 
T Cells Under TGF-β Superfamily Signals

The adult thymus exhibits two gross anatomical regions easily 
identified by their histological staining patterns. The peripheral 
cortex harbors more immature and mostly small thymocytes, and 
is darker-stained due to a higher cell density. A corticomedul-
lary junction supplied by numerous septal blood vessels makes 
the transition between the cortex and the central medulla. This 
latter region is paler due to cell size and a lower T cell density 
(123–125). A capsule of connective tissue encases the organ. It 
consists of an outer layer rich in type I collagen and an inner 
layer of reticular fibers containing type III collagen, and projects 
type I collagen-containing septa into the parenchyma, partially 
subdividing the thymus into smaller lobules (126).

Signals from members of the TGF-β superfamily have a major 
influence on T cell differentiation and thymus homeostasis. As 
secreted molecules, they may be locally produced by thymic 

stromal cells and act over developing T cells as paracrine factors 
or be produced by the thymocytes themselves and work auto-
crinely. Alternatively, factors from the developing T cells may 
similarly operate over stromal cells to support thymus homeo-
stasis. However, thymocytes do not express most members of the 
TGF-β superfamily and the ones present vary in expression as 
cells differentiate (Figure 3). Similar changes are also found for 
receptor genes (127). Such differences in gene expression occur 
during T cell maturation, but also when comparing the same 
stage from fetal and adult thymuses (127–131). Nevertheless, pro-
vision of soluble growth factors seems to rely mostly to stromal 
cells, particularly TECs (71, 127). It is still possible that members 
of the TGF-β superfamily also act over large distances, being 
produced by other organs and reaching the thymus through the 
circulatory system (132). The importance of endocrine stimuli for 
intrathymic T cell maturation has been largely investigated (133), 
but whether a given TGF-β ligand exerts long-range effects over 
thymopoiesis remains to be properly addressed.

Changes in phosphorylation levels of Smad2/3 (pSmad2/3) 
and Smad1/5/8 (pSmad1/5/8), respectively, used as read-outs for 
the activities of TGF-β/Activin/Nodal and BMP/GDF signaling, 
follow differences in the expression of respective cognate recep-
tors as thymocytes mature (134, 135). Thymocytes differentiate 
in a stepwise process that involves the somatic rearrangement 
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of T cell receptor (TCR) genes while migrating in close contact 
with stromal cells and the extracellular matrix (ECM) through-
out thymic compartments (136, 137). In this process, a major 
group of αβ TCR-bearing T cells are produced, which ultimately 
function by recognizing peptide antigens presented by class I or 
class II major histocompatibility complexes (MHC I or MHC II, 
respectively) on the surface of host cells (138). Alternatively, a 
distinct lineage of T cells bearing γδ TCR chains develop, which 
recognize a quite unique group of molecules (139). Noteworthy, 
intrathymic lineage restriction and cell fate are determined not 
only by the type of TCR and its avidity for self-antigens but also by 
the acquisition of co-receptors that relay signals to intracellular 
effectors during T cell activation. Hence, generation of distinct 
cell types are tightly controlled as thymocyte progresses through 
thymic niches (7). Herein, we will point out some key aspects 
of the expression and influence of TGF-β superfamily signaling 
molecules on the distinct paths of thymocyte development: from 
CD4−CD8− DN T cell precursors (further subdivided in DN1 to 
DN4 stages based on the surface expression of CD44 and CD25) 
to the highly expanded immature CD4+CD8+ DP cells, and upon 
the mature CD4+CD8− or CD4−CD8+ SP cells.

DN1 to DN2 Cells
Entry of bone marrow-derived Lin−cKithighCD44+CD25− cells, 
or ETPs, into the thymus occurs through the corticomedullary 
junction. In this intermediate region, these immature cells with 
T cell–B cell–myeloid potential come into contact with K5+K8+ 
bipotent TEPCs and mature T cells (67, 124, 140). They subse-
quently move into the thymus cortex toward the subcapsular zone 
as DN cells, as defined by the lack of CD4 and CD8 co-receptors 
(7, 141). In the cortex, developing thymocytes then upregulate 
CD25 – the α chain of the IL-2 receptor – to become CD44+CD25+ 
DN2 cells, which undergo Dβ to Jβ recombination of the β-chain 
locus (142, 143). This DN1 to DN2 transition is accompanied by 
a strong downregulation of Bmpr1a (Alk3) and Bmpr2 (BMPRII) 
expression (127, 129). Most cells at this stage present high levels 
of pSmad2 along with Alk4 (Acvr1b) and ActRII (Acvr2a) on 
their cell surface, although a few cells also exhibit Alk5 (Tgfbr1) 
and TβRII (Tgfbr2) receptors (134). DN cells also express the type 
III co-receptor betaglycan/TβRIII (Tgfbr3), with highest levels 
at DN3 cells (144). Betaglycan seems to increase the binding 
strength of some ligands with their cognate receptors, therefore 
potentializing their effects (145–147). Thymocytes express no 
Bmpr1b (Alk6), Acvr1 (Alk2), and Acvr1c (Alk7) during thymo-
poiesis (127, 129). Yet, high levels of inhibin βA subunit (Inhba) 
and TGF-β1 (Tgfb1) contrast with reduced levels of the inhibin 
α subunit (Inha), Bmp2, Bmp4, and Bmp7 at the DN2 stage (81, 
82, 127, 130). When Inha mutants were used for E14.0 FTOC, a 
partial arrest at the DN2 stage impaired further T cell maturation 
(148). Likewise, antibody-dependent blocking of betaglycan in 
E14.0 FTOC resulted in a reduction of both DN2 and DP cells 
(144). By contrast, addition of TGF-β1 or TGF-β2 in E14.0 FTOC 
strongly inhibited T cell development by mainly impairing the 
differentiation of DN1 cells into DN2 (149). A slightly less strong 
impact after BMP4 treatment of E15.0–E15.5 FTOC or suspen-
sion cultures of fetal thymocytes resulted in cell cycle arrest at 
the DN1 stage without induction of apoptosis (89,  150). The 

use of BMP4-treated chimeric human–mouse FTOC produced 
similar findings (81), revealing a conserved role for Bmp4 during 
evolution. Besides, partial redundancy between BMP ligands 
also seems to occur in the thymus, since treatment of FTOC with 
BMP2, but not with BMP7, similarly affected the production of 
DP cells (150).

DN2 to DN3 Cells
Following T cell differentiation into CD44−/lowCD25+ DN3 cells, 
Vβ to DJβ recombination gives rise to the β chain of the pre-TCR 
(143). At this stage, the levels of Inha, Bmp2, and Bmp4 remain 
relatively low, Bmp7 becomes upregulated up to the CD3−CD8+ 
intermediate single-positive (ISP) stage, and expression of Inhba 
and Tgfb1 declines (82, 127, 130). Levels of Alk4 (Acvr1c), Alk5 
(Tgfbr1), and ActRII (Acvr2a) gradually reduce as thymocytes 
mature, in contrast to TβRII, which is slowly upregulated  –  at 
this stage, Alk4 and Alk5 are co-expressed (134). Expression of 
Bmpr1a (Alk3) and Bmpr2 (BMPRII) presents a small recovery 
at the DN3 and DN4 stages (127, 129). Nevertheless, conditional 
inactivation of Bmp7 in the hematopoietic lineage using a vav-
iCre line had no significant impact on T cell differentiation and 
total cell numbers, likely because endoderm-derived cTECs and 
mTECs may supply enough Bmp7 or other redundant factor for 
the mutant thymocytes (71, 82, 150). In particular, subcapsular 
cTECs, cortical DCs, and mTECs express Bmp2 and Bmp4 (71, 
81, 82). Activation of the Bmp4 pathway in stromal cells indi-
rectly impacts the DN to DP transition, as revealed by reconstitu-
tion experiments with thymocyte-depleted stroma treated with 
BMP4 or untreated stroma with BMP4-treated DN cells (89). Of 
note, although highly expressed up to the transition from DN2 
to DN3, being downregulated up to the DP stage, and sustained 
at low levels at SP subsets (127), the gene referred as Bmp1 is a 
procollagen C-proteinase involved in ventral body wall closure 
during embryogenesis. To our knowledge, there is no available 
functional information regarding its role during thymopoiesis, 
except that it was also found in cTECs and mTECs (71, 151).

DN3 to DN4 Cells
Should rearrangements result in unproductive β chains, DN3 cells 
undergo apoptosis and are phagocytized by cortical macrophages 
or DCs in a process termed β-selection (143, 152). Otherwise, 
successful recombination leads to a reduction in CD25 expres-
sion and the expansion of CD44−CD25− DN4 thymocytes (153, 
154). Both activin A and inhibin A similarly stimulate the DN3 
to DN4 transition, as revealed in FTOC from wild-type fetuses at 
E14.0. However, treatment with activin A led to higher numbers 
of mature CD24lowCD8+TCRβhigh T cells at the expense of CD4+ 
cells, in contrast to inhibin A treatment, which stimulated the 
transition from DN4 to DP cells (148).

DP Cells
Rearrangement of the TCRα chain occurs at the DP stage and 
cells move from the cortical zone toward the thymic medulla 
(143, 155). During this migration, cTECs present self peptides 
through MHC molecules (pMHC) to the TCR of intermingling 
DP thymocytes in a process known as positive selection, in which 
interactions of low-avidity drive clones to survive and continue 
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maturation (156). At the DP stage, Alk4 (Acvr1b), Alk5 (Tgfbr1), 
and ActRII (Acvr2a) reach their lowest levels, but the number 
of cells concomitantly presenting Alk5 and pSmad2 increases 
in relation to Alk4-positive cells (134). By contrast, Bmpr1a 
(Alk3) and Bmpr2 (BMPRII) are highly expressed (127, 129). 
Two members of the GDF subgroup, Gdf7 and Gdf11, seem to be 
induced in DP cells and sustained at SP stages, with CD4+ T cells 
presenting relatively higher levels than CD8+ T cells (127). Gdf7 
signals through BMP-specific receptors as Alk3 and BMPRII, 
whereas Gdf11 binds TGF-β-related receptors, as Alk4 and Alk5 
(157–159). Their roles on T cell function are largely obscure, 
if any. Mouse mutants for Gdf7 exhibit variable hydrocephalus 
and fail to produce a class of commissural neurons (160). Male 
mutants are sterile due to impaired differentiation and branching 
morphogenesis of the seminal vesicle, with no other affected 
reproductive structure (161). In turn, mutants for Gdf11 show 
homeotic transformations due to a delayed trunk to tail transi-
tion (162, 163). They die after birth because of renal defects, 
which may vary from hypoplasia to complete bilateral agenesis 
(164). Curiously, oral infection with Gram-negative bacteria, 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, in rats led to a chronic 
upregulation of Gdf11 expression among other cytokines in both 
peripheral CD45RA+CD4+ T cells and B cells (165). At present, 
however, little is known on the effects of GDFs over thymopoiesis.

SP Cells
Still in the cortex, differentiating thymocytes start to lose the 
expression of either CD4 or CD8 and migrate toward the medulla. 
The choice for either CD4 or CD8 SP lineage seems to occur at 
a transitional step defined as CD4+CD8low and depends on TCR 
interaction with the MHC class II or class I, respectively (166, 
167). Additionally, it also relies on the triggering of a transcrip-
tional machinery that operates distinctly for final differentiation 
(165, 166). Noteworthy, the SP cells sustain Bmpr1a (Alk3) and 
Bmpr2 (BMPRII) expression, and upregulate Alk5 (Tgfbr1) and 
TβRII (Tgfbr2), which lead to increased levels of pSmad2 (84, 127, 
129, 134). At this stage, fine-tuning of TGF-β signaling may occur 
by type III co-receptors  –  CD4+CD8− cells upregulate Tgfbr3 
(betaglycan), whereas CD4−CD8+ cells exhibit higher levels of 
Cripto (Tdgf1) (127, 144). Genetic loss of Tgfbr3 in FTOC resulted 
in decreased numbers of both DP and SP cells, probably related to 
the high rates of apoptosis in DN, DP, and CD4+ SP subsets (144). 
An apoptotic phenotype was also observed in the liver of Tgfbr3 
mutants (168). However, a functional role for Cripto during 
thymopoiesis is currently unresolved, despite its importance for 
TGF-β binding and inhibition (169). Mutants for this gene present 
a strong deleterious phenotype during gastrulation and die shortly 
afterward (170, 171). Modulation of TGF-β family members, their 
receptors, and co-receptors at the DP stage is therefore associated 
with the terminal differentiation of thymocytes.

Impact of TGF-β Signals on the 
Differentiation of Thymic 
Regulatory T Cells

Regulatory T (Treg) cells have the ability to suppress autoreactive 
T cells, and they can originate from the thymus or be induced 

in the periphery (172). Thymus-derived Treg (tTreg) arise in 
the thymus from SP CD4+ T cells that escape negative selection 
during maturation by presenting TCR signals of variable affini-
ties (80, 172–174). More specifically, TCRs with high avidity for 
self-antigens trigger a new upregulation of CD25 (IL-2 receptor 
α chain) and therefore exhibit an increased responsiveness to 
IL-2, ultimately inducing the expression of the transcription 
factor forkhead box P3 (Foxp3) through a STAT5-dependent 
mechanism (175–177). Foxp3 is the critical transcription factor 
for Treg cell lineage, as its loss abolishes tTreg cells and lead to 
systemic autoimmunity and death (178, 179). Conversely, forced 
expression of Foxp3 in CD25−CD45RBhighCD4+ SP cells trans-
ferred into severe combined immunodeficiency (SCID) hosts 
suppressed exacerbated inflammation (180). Unlike previously 
thought (181), however, expression of Foxp3 in developing tTreg 
cells induced apoptosis instead of cell survival. Cell death is pre-
vented by limiting concentrations of γc-mediated survival signals 
enough to sustain only fewer than one million Foxp3+ cells (182).

Signals from members of TGF-β superfamily also play impor-
tant roles over the differentiation and survival of tTreg cells. In 
particular, conditional loss of Tgfbr1 (Alk5) in thymocytes seems 
to be involved in tTreg specification, since a Lck–Cre mouse line 
completely blocked differentiation of tTreg cells in neonatal mice, 
whereas later inactivation of Tgfbr1 by a Foxp3–Cre line produced 
no differences in tTreg numbers as compared to wild-type mice 
(80, 183). In addition, the intrathymic injection of an anti-TGF-β 
antibody suppressed Foxp3 expression in a TCR transgenic 
CD4+CD25− SP cells (80). Of note, impaired Alk5 signaling 
induced by the Lck–Cre line caused no significant impact on 
CD4+ and CD8+ SP cell numbers (183). A later increase in Treg 
cells induced in the periphery (pTreg) in these mutant mice 
relied on IL-2 signaling, since ablation of this cytokine produced 
no detectable cells in organs, such as the spleen and liver (183). 
Similarly, thymocyte deficiency of Tgfbr2 from a CD4–Cre mouse 
line resulted in reduced numbers of tTreg cells due to Bim-
dependent apoptosis likely independent of γc-signaling, without 
affecting TCR-βhighCD4+Foxp3− mature T cells in neonatal mice 
(84). Unlike Tfgbr1-mutant thymocytes, conditional deletion of 
Tgfbr2 also resulted in low numbers of pTreg cells (84). Induction 
of pTreg cells relies on the Smad3-dependent upregulation of 
Foxp3 triggered by activation of both TCR and TGF-β signal-
ing and facilitated by retinoic acid, which increased pSmad3 
accessibility to regulatory sequences of the Foxp3 promoter and 
concurrently counteracted the suppressing effects of a c-Jun 
N-terminal Kinase (JNK) inhibitor (184, 185). Genetic analyses 
of the regulatory CNS1 region of Foxp3, which contains binding 
sites for NFAT, Smad3, and RAR/RXR, revealed that tTreg cell 
development occurs independently of its activation, whereas its 
chromosomal deletion largely impaired the production of pTreg 
cells in secondary lymphoid organs (184–186). In accordance 
to the different requirements revealed for tTreg in comparison 
to pTreg populations, TGF-β1 is essential for the peripheral 
differentiation and maintenance of pTreg cells, but seems to be 
dispensable for tTreg maturation (187).

Taking into consideration the upregulation of all three TGF-
β ligands by stromal cells upon thymocyte apoptosis in the 
thymus, along with recent findings regarding mutants for distinct 
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TGF-β-specific receptors (80, 84, 183), it is possible that TGF-β 
ligands may play a redundant yet underestimated role in the 
immune system. Noteworthy, mutants for TGF-β2 and TGF-β3 
also exhibit perinatal mortality, a characteristic that complicates 
the examination of their role in adults (188–190). Although at 
first sight, the phenotypes observed in these mutants were gener-
ally non-overlapping, some particular structures showed similar 
defects between single mutants (e.g., cleft palate in either TGF-β2 
and TGF-β3 mutants) or exclusive abnormalities in compound 
mutants, such as abnormal brain vascular morphogenesis and 
impaired midline fusion along with earlier embryonic lethality in 
Tgfb1RGE;Tgfb3 and Tgfb2;Tgfb3 compound mutants, respectively 
(191, 192). However, development of tTreg was never evaluated 
in these compound mutants. An alternative explanation may con-
sider the participation of a previously unappreciated ligand of the 
TGF-β superfamily in the differentiation of tTreg cells. Whether 
this is indeed the case, this candidate ligand should probably 
signal through Alk5 and TβRII receptors to phosphorylate Smad2 
and Smad3 intracellular effectors. Thereby, likely ligands to be 
thoroughly evaluated due to their expression pattern and receptor 
affinity are Gdf11 and Gdf8/myostatin – curiously two members 
that showed redundancy in patterning the axial skeleton as 
revealed by Gdf11;Mstn double mutants. Unfortunately, examina-
tion of fetal thymus morphology and T cell differentiation using 
FTOC was not performed in these mutants (193).

Noteworthy, TGF-β signals also regulate the thymic develop-
ment of IL-17-producing cells. A subset of γδ T cells acquire 
the capacity to produce IL-17 inside the thymus via a TGF-β1-
dependent machinery, and both Tgfβ1−/− and Smad3−/− mice 
were shown to be completely devoid of IL-17-producing γδ 
T  cells (194). Additionally, NKT17 cells comprise a thymic-
derived IL-17-producing, CD1d-restricted, and glycolipid 
antigen-reactive T cell subset (195, 196). These cells express high 
levels of TβRII and depend on TGF-β signals for differentiation 
and survival within the thymus and in the periphery (197, 198).

A TGF-β Member for Thymus 
Rejuvenation?

Aging is an inherent process of living beings, normally associated 
with gradual loss of function and structure over time – accumula-
tion of reactive species, DNA damage, abnormally folded proteins, 
and telomere shortening are just some of the molecular changes 
that may be followed by increased apoptosis, cell transformation, 
or other cellular event that will ultimately lead to death (199). 
Although this negative scenario was initially thought to be 
irreversible, numerous evidences point out that at least in part 
it is possible to slow down or eventually reverses some specific 
aging phenotypes. Taking the thymus as example, aging is easily 
recognizable by a sharp decrease in cellularity of both lymphoid 
and stromal compartments, whereas the number of thymic adi-
pocytes inversely increases (200, 201). Ultimately, these thymic 
changes lead to a reduction of naïve T cells in the periphery along 
with an increase of memory T cells, which reflects in the organ-
ism ability to respond to both infection and tumorigenesis (202).

Multiple factors may trigger thymic involution, including 
the production of sex steroid hormones from puberty, increased 

calorie intake, or diminished levels of some growth factors and 
cytokines, such as fibroblast growth factor 7 (FGF7)/keratinocyte 
growth factor (KGF), insulin-like growth factor (IGF-1), growth 
hormone (GH), interleukin-7 (IL-7), and IL-22 (203). Modulation 
of each of them is able to rescue the aged thymic phenotype and 
restore the immune function at some level (204–210). However, 
some of these strategies may be inefficient, invasive, non-specific, 
or produce undesirable side effects to be used in humans (211). A 
quest for thymic rejuvenation therapies therefore faces daunting 
challenges in the clinic. Of particular interest, forced expression 
of Foxn1 was shown to effectively reprogram fibroblasts into TECs 
or regenerate fully involuted thymuses at many different experi-
mental setups, both in vitro or in vivo (212–214). In this context, 
signals that control Foxn1 expression might be used to restore the 
integrity of the thymic epithelial niche and subsequently flourish 
thymopoisesis in the elderly. In this scenario, administration of 
soluble factors, such as ligands of the TGF-β superfamily, may be 
used as regenerative drugs.

Recent findings have revealed that levels of some circulating 
factors vary with age and that heterochronic parabiosis, i.e., a sur-
gical procedure that connects the circulatory systems of animals 
with different ages, was able to reverse age-related phenotypes as 
cardiac hypertrophy (132). These authors further identified the 
TGF-β member Gdf11 as responsible for restoring cardiac func-
tion in old mice, a finding that was further expanded to other sys-
tems. In particular, daily treatment of old mice with recombinant 
GDF11 improved skeletal muscle mass and strength, as well as the 
integrity of brain vasculature and cognitive function (215, 216). 
In culture, Gdf11 promoted osteoblastogenesis while inhibiting 
adipogenesis in bone marrow-derived cells (217). Administration 
of GDF11 in endothelial progenitor cells triggered cell sprouting 
and migration, also revealing a role in the formation of blood 
vessels (218).

Whether Gdf11 or other circulating factor can be used as a 
rejuvenating cytokine for the thymus remains to be thoroughly 
assessed. Indeed, Gdf11 is expressed in the thymus of young mice 
(132), whereas the levels of its non-exclusive receptors, Alk4 and 
Alk5, vary in thymocytes and TECs, as previously discussed. Of 
note, however, therapy with Gdf11 produced some side effects 
in mice (219), and a recent study by Egerman et al. has recently 
questioned the aforementioned observations (220). Whereas 
these controversial data on Gdf11 await further investigation, 
it is noteworthy that heterochronic parabiosis did not reverse 
thymic involution, but caused atrophy with mild effects on T cell 
subpopulations of young mice and a reduction in the number of 
CD4+CD25+Foxp3+ regulatory T cells in old partners to the level 
of the young pair (221). Although a putative rejuvenating factor 
for the thymus still awaits to be determined, this controversial 
matter helps to bring the debate on the role of TGF-β superfamily 
members for the thymus function.

Concluding Remarks

Although the differentiation of T cells is mainly driven by the 
rearrangement of TCR genes, many members of the TGF-β 
superfamily exert critical roles in their stepwise progression 
during thymic migration. Historically, special attention had been 
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