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RESUMO

O timo é um 6rgdo linféide primério, responsdvel pela diferenciacdo, maturacdo e
desenvolvimento dos linfécitos T (ou timdcitos, enquanto no timo). Este o6rgdo apresenta
complexa arquitetura timica composta por elementos celulares e soltiveis responsaveis pela
migracdo dos precursores de linfécito T do espaco perivascular para a regido cortical e
subseqiiente migracdo para a regido medular. A trajetéria do timdcitos pelos microambientes
timicos permite que estas células recebam estimulos que os tornam linfocitos maduros, simples
positivos TCD4" ou TCD8", prontos para migrar para os 6rgdos linféides secundérios. Durante a
maturagdo, timécitos que sdo auto-reativos ou anérgicos sdo eliminados pelo processo de morte
celular programada. Entretanto, a desregulacdo da apoptose nos linf6citos pode acarretar no
desenvolvimento de doencas auto-imunes, tumores € imunodeficiéncias.

Estudos em modelos murinos de atrofia timica relatam que em diversas infecgdes
parasitdrias, virais, helminticas, bacterianas e fingicas e at¢é mesmo em distirbio metabdlico
como a diabetes experimental o timo é um 6rgdo alvo. Nestes modelos, foi observado intenso
acometimento timico com involuc¢do do 6rgdao acompanha por desarranjo da arquitetura timica e
deplecdo de todas as subpopulagdes de timdcitos.

Em estudos anteriores, observamos profundas alteracdes no timo durante a infeccao
experimental com Plasmodium berghei que incluiam severa atrofia no décimo quarto dia apds
inoculagdo do parasita, alteracdes histolégicas, perda da delimitac@o cortico-medular, redugdo de
todas sub-populacdes de timdcitos e a presencga intra-timica do parasita.

No presente trabalho avaliamos se a grande perda de timdcitos observada no timo de
animais infectados pelo Plasmodium berghei NK65 é devido a um aumento da ocorréncia de

N

apoptose, e/ou necrose, ou se € devida a saida prematura destas células para a periferia. A

X



avaliacao de morte celular na populagdo de timdcitos total revelou aumento no nimero de células
Anexina-V*/PI em animais infectados quando comparados aos controles.Ainda, a andlise da
apoptose em timos atréficos, no pico da parasitemia, revelou aumento de nicleos apoptéticos nas
regides cortical e medular timica bem como aumento no nimero de linfécitos (CD4", DP e DN)
Anexina-V positivos.  Alteracdo na expressdo de genes pro-apoptdticos no timo de animais
infectados quando comparado ao controle, sugerindo a participagdo de vias de ativagdo
extrinsecas especificas da apoptose, também foram observadas. Embora 90% dos timdcitos de
animais infectados sejam Anexina-V positivos, as alteracOes na expressdo dos elementos de
matriz extracelular, relatadas anteriormente pelo nosso grupo, sugere também a exportacdao
precoce destas células para a periferia do sistema imune. Nossos resultados apontam para um
aumento de linfécitos imaturos (DP e DN) nos linfonodos mesentéricos de animais infectados,
um indicativo de que parte dos timdcitos imaturos sai do timo antes de completarem seu
amadurecimento.

Em conjunto, nossos dados mostram que as alteracdes estruturais € de componentes
soliiveis do timo durante a infeccdo com Plasmodium berghei NK65 podem favorecer tanto a
delecdo, por apoptose, de timdcitos corticais como também a migracdo precoce de células
imaturas para a periferia do sistema imune. O acometimento timico na atrofia timica induzida
pelo Plasmodium berghei NK65 revela que durante uma infec¢do o timo sofre influéncias de
diversos fatores que provocam profundas alteracdes nas subpopulagdes linfocitarias. Também, é
possivel que as alteragdes observadas em nosso modelo prejudique a resposta imune periférica
contra o parasita contribuindo para o agravamento da doenca e que a presenca de timodcitos

prematuros nos linfonodos favoreca o desenvolvimento de doengas auto-imunes.



ABSTRACT

The thymus is the primary lymphoid organ responsible for the differentiation, maturation
and development of T lymphocytes (or thymocytes, as in the thymus).This organ presents a
complex architecture composed by soluble and cellular elements that support the migration of
lymphocyte precursors from space perivascular to the cortical region, and then their migration
toward the medullar area. The trajectory of thymocytes by thymic microenvironments
allows these cells to receive stimuli that make them mature into CD4" or CD8" T cells, which
leave the thymus to populate peripheral lymphoid organs. Studies using murine models of thymic
atrophy have reported that thymus is a target organ in several parasitic, viral, helminthic,
bacterial and fungal infections.In these models, one can observe intense thymic
involution accompanying by disruption of thymic architecture and depletion of all thymocyte
subpopulations.

In a previous study, our laboratory has demonstrated profound changes in the thymus
during experimental infection with Plasmodium berghei, the causative agent of Malaria. Such
alterations comprised severe atrophy, histopathological changes with loss of cortical-medullary
delimitation, and reduction of all thymocytes sub-populations. In addition, the presence of
parasites inside the thymus was detected for the first time. In another study using the same
experimental model, we have demonstrated that Plasmodium-infected animals present changes in
the expression of extracellular matrix elements and chemokine protein families, which are
important molecules for the dynamic thymocyte migration within the thymus.

In this study we evaluate whether the acute thymic atrophy observed in Plasmodium
berghei-infected animals is correlated with increased apoptotic levels of thymocytes, or with

their premature emigration to the periphery. Our data showed profound histological alterations,
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which included a very large number of cells showing nuclear condensation and karyorrhectic
changes surrounded by histiocytes suggesting increased levels of apoptosis. This was confirmed
by immunohistochemistry and flow cytometry techniques. Also, increased expression of pro-
apoptotic genes was observed in the thymus of infected animals when compared with controls,
suggesting the involvement of the extrinsic, or receptor-iniciated, pathway of apoptosis.

Although the rate of apoptosis in the thymus from infected animals is much higher than
the controls, the hypothesis that a premature emigration of thymic cells to the peripheral
lymphoid organs may also account for the severe atrophy observed during Plasmodium infection
could not be ruled out.

In fact, we have found a consistent fraction of immature cells, mainly double-negative
and double-positive thymocytes, in mesenteric lymph nodes of infected animals. Although this
result serves as an evidence of premature emigration of non-mature thymocytes, the precise
mechanism by which this process occurs is not clear until now. No significant differences were
found in the spleen. Taken together, our data show that thymic alterations observed during
Plasmodium berghei infection can favour both the deletion of thymocyte subpopulation by
apoptosis and the early emigration of immature cells to the periphery of the system immune. As
a consequence, an altered peripheral immune response to the parasite can be expected.

Our findings provide relevant information concerning the immune involvement in
malaria infection. Moreover, the murine model described here could be useful for mechanist

studies of acute thymic atrophy.
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1. INTRODUCAO
1.1 O timo e a maturacao dos linfécitos T

O sistema imune € formado por células que t€m como precursor comum células tronco
hematopoiéticas da medula 6ssea (HSCs). Estas células se diferenciam em progenitores de
diferentes tipos celulares com restrito comprometimento de linhagem, culminando com a
producdo de cada uma das linhagens de células maduras do sangue. Enquanto que a maioria das
linhagens hematopoiéticas se desenvolve na medula 6ssea, o desenvolvimento das células T
ocorre em um 6rgao especializado, o timo (CIOFANI & ZUNINGA, 2007).

O timo é um o6rgdo linfatico primdrio que estd localizado na por¢do antero-superior da
cavidade tordcica. A existéncia do timo ja era de conhecimento grego e seu nome provavelmente
derivou do grego “thymos” que denota for¢a da vida ou da alma. Anatomicamente, o timo
apresenta-se bilobado e envolto por uma cédpsula de tecido conjuntivo de onde partem septos que
entram no 6rgdo subdividindo-o em diversos lobos (NISHINO, et al., 2006; VICENTE, et al.,
2010). Cada lébulo € histologicamente dividido em duas regides principais (i) regido cortical,
formada principalmente por componentes linféides (timécitos) e por poucas células
mesenquimais e epiteliais; e (ii) regido medular, composta principalmente de células epiteliais e
por poucos timécitos (BLACKBURN & MANLEY, 2004). Ainda, o microambiente timico €
formado por diversos componentes que formam uma malha tridimensional composta por células
epiteliais timicas (TECs), macréfagos, células dendriticas, fibroblastos e componentes de matriz
extracelular (revisado por SAVINO, 2004).

Os precursores de célula T saem da medula 6ssea e chegam ao timo pelos vasos
sanguineos situados na regido cortico-medular do 6rgdo e ja iniciam as etapas de diferenciacdo e

maturacdo. Quando chegam ao timo, os precursores apresentam fendtipo CD3'CD4 CDS' triplo



negativo (TN) e passam por etapas de matura¢do que envolve uma interagdo orquestrada entre os
timécitos em desenvolvimento e os complexos soliveis e componentes celulares do
microambiente timico. Entdo, as células TN adquirem a molécula CD3 e migram pelo cortex até
chegar a regido subcapsular como timécitos duplo-negativo CD3"CD4 CD8™ (DN) (HAYNES &
HALE, 1998). Enquanto migram pela regido cortical, os timdcitos passam a expressar o receptor
de células T (TCR) e, em seguida as moléculas de CD4 e CDS8, tornando-se timécitos duplo-
positivos CD3*CD4"CD8*(HAYDAY & PENNINGTON, 2007). Ainda no cértex, os timdcitos
sofrem uma triagem, processo conhecido como selecdo positiva, durante a qual os timdcitos
cujos receptores e co-receptores ligam-se as moléculas de MHC préprias expressas nas células
epiteliais do cortex timico recebem sinal de sobrevivéncia e migram para a regido medular. Os
timécitos DP que ndo interagem com o MHC préprio sdo eliminados por apoptose. A selecdo
positiva dos timécitos DP resulta na maturacio destes em timdcitos simples positivos CD4" e
CD8" (SP) que migram através do cértex em dire¢io a medula, onde os timécitos SP sofrem

outra triagem chamada selecdo negativa (Figura 1) (PARHAM, et al., 2005).
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Figure 5-13 The Immune System, 2/e (& Garland Science 2005)

Figura 1. Processos de selecio positiva e negativa dos timécitos em desenvolvimento. No timo, os
precursores de linfécitos T provenientes da medula dssea migram pelo estroma timico de onde recebem estimulos
para que se diferenciem em linfécitos T simples positivos CD4 ou CD8 enquanto sdo triados pelas sele¢des positiva
e negativa.



Agora, os timdcitos SP que reconhecem com alta afinidade o complexo peptideo-MHC
proprio, ou seja, timdcitos auto-reativos, com alta probabilidade de causar doencas auto-imunes
sdo eliminados por apoptose (WITT & ROBEY, 2005; TAKAHAMA, 2006). Apés esta etapa, 0s
timécitos CD4" ou CD8" sobreviventes migram para os 6rgidos linféides secunddrios como
linfécitos T auxiliares ou linfocitos T citotéxicos, respectivamente (ANDERSON, et al., 2007,
TAKAHAMA, 2006; LYNCH, et al., 2009).

Embora a natureza das interagdes envolvidas nas etapas do desenvolvimento do timdcitos
ainda seja parcialmente compreendida, uma série de evidéncias indica que os timdcitos recebem
uma variedade de sinais das células estromais que os envolvem e compdem os microambientes
timicos especializados (BOYD, et al.,1993;GODFREY, et al.,1992;VAN EWIIK,1991). Estas
células estromais sdo fenotipicamente heterogéneas, consistindo numa variedade de células
epiteliais como o epitélio cortical e medular, fibroblastos mesenquimais, células dendriticas e
macréfagos (VAN EWIK, 1991). Assim, é provdvel que os componentes do estroma
contribuam individualmente, através de fatores soliveis e moléculas de superficie, para uma
variedade de eventos do desenvolvimento dos timdcitos.

1.2 Apoptose e os mecanismos de morte celular

No timo, os linfécitos que ndo sdo selecionados para seguirem nas etapas de maturacdo e
diferenciagdo sdo eliminados pelo processo de morte celular programada.

O termo morte celular programada foi introduzindo em 1964, propondo que a morte
celular durante o desenvolvimento ndo € acidental e sim controlada por uma série de mecanismos
que conduzem a morte da célula em determinado tempo e espaco (LOCKSHIN&WILLIAMS,

1964).



Kerr, Wyllie e Currie em 1972 introduziram o termo ‘“apoptose” para descrever os
processos morfolégicos da autodestruicdo controlada da célula (KERR, et al.,1972). A palavra
“apoptose” € de origem grega e significa “cair ou deixar cair fora”, em analogia com a queda das
folhas das arvores. Esta analogia ressalta que a morte da matéria viva ¢ uma parte integrante e
necessdria no ciclo de vida dos organismos. O processo de morte celular por apoptose € ativo e
geneticamente controlado, que desempenha a importante funcdo de manter a homeostasia dos
tecidos, regulando e mantendo as populacdes celulares quer seja nas condicdes fisioldgicas ou
nas patolégicas (NORBURY, 2001). Importante ressaltar que a apoptose € um processo bem
definido e a forma mais frequente de morte celular programada, mas que outros tipos ndo-
apoptéticos de morte celular também sdao de importancia bioldgica (LEIST & JAATTELA,
2001).

Durante o desenvolvimento muitas células que proliferaram em excesso entram em
apoptose, contribuindo para modelar 6rgios e tecidos (MEIER, et al.,2000). O exemplo mais
comum da ocorréncia da apoptose no desenvolvimento animal é a formac¢do dos dedos através da
macica morte celular das células do tecido mesenquimal interdigital (ZUZARTE-LUIS &
Hurle,2002). De uma maneira geral, as células de um individuo adulto entram constantemente
em apoptose a fim de manter o nimero de células inalterado. Durante seu desenvolvimento no
timo, os timdcitos passam pelas etapas de selecdo positiva e negativa, nas quais aqueles que ndo
apresentam as caracteristicas necessarias param se tornarem linfécitos funcionais sao eliminados
através da apoptose. Contudo, antes mesmo de passarem pelas etapas de selecdo positiva e
negativa, a maioria dos linf6citos morre durante os eventos de rearranjo génico necessarios para
a formacdo de receptores de antigeno das células T (TCR). Também, muitos linfécitos morrem

na periferia do sistema imune durante a fase de contragdo da resposta imune apds a eliminagdao



do antigeno. Nesta etapa, a apoptose ocorre para controlar a proliferacdo de células efetoras,
mantendo assim, o nimero de linfécitos constante (RATHMELL, & THOMPSON, 2002).

Em conjunto, os processos de apoptose tém grande importancia bioldgica, estando
envolvidas no desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacio/homeostase, regulacdo e funcdo do
sistema imunoldgico ena remo¢do de células defeituosas. Assim, a disfuncdo, ou a
desregulacdo, da apoptose estd envolvida em uma variedade de condicdes patologicas. A
redu¢do no processo da apoptose em um organismo pode resultar no desenvolvimento de
patologias como cancer, doencas auto-imunes e disseminacdo de infec¢des virais, enquanto que
desordens neurodegenerativas, AIDS e doencas isquémicas sdo causadas ou exacerbadas pela
excessiva apoptose (FADEEL, et al.,1999).

Os mecanismos de apoptose sdo altamente complexos e sofisticados, envolvendo uma
série de eventos em cascata com gasto energético.

O programa de apoptose € iniciado por duas vias principais. Embora as vias funcionem
independentemente, hd uma ligacdo essencial entre elas que amplifica o sinal de morte (IGNEY
KRAMMER, 2002). A célula entra em apoptose apds receber sinais do meio extracelular (via
extrinseca ou do receptor de morte) ou apds o aparecimento de danos internos (via intrinseca, ou
da mitocondria) (FEIG & PETER, 2007). Ainda, ha uma via adicional de morte celular que
envolve o mecanismo de citotoxidade mediado por células T dependente da liberacdo de
granulos de granzima e perforina (MARTINVALET, et al.,2005).

Independentemente da forma que o processo de apoptose € iniciado, o resultado € a
ativacao de classes especificas de cisteinas proteases, as caspases, que exercem papel central na
execucdo da morte celular programada por clivar inimeras proteinas celulares culminando na

desmontagem estrutural da célula. As caspases estdo divididas em dois grupos (i) caspases



iniciadoras, que apresentam longo dominio citoplasmatico e fazem a transducdo do sinal de
morte do meio extracelular para as vias intracelulares de sinalizacdo e (ii) caspases executoras,
que sdo ativadas pela clivagem proteolitica realizada pelas caspases iniciadoras. Assim, o sinal
de amplificagdio da cascata as caspases garante completa ativacdo do programa
de morte. Portanto, € 16gico que a ativacio das caspases deve ser regulada para proteger a célula
contra a morte acidental. Desta forma, as caspases sdo sintetizadas como zimdgenos inativos e,
também hd numerosos inbidores de casapases que controlam o inicio da apoptose em todos
eventos da cascata (BUDD, et al.,2006 e SALVESEN & DUCKETT,2002).

A via extrinseca de ativacdo da apoptose € ativada quando citocinas indutoras de morte
como Fator de Necrose Tumoral-alpha (TNF-a), FasL/CD95-L/Apol e/ou o ligante indutor de
apoptose relacionado com TNF (TRAIL) se ligam aos seus respectivos receptores (TNF-
R1;CD95 (Fas;APO-1),TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DRS5) expressos em células sensiveis a
apoptose(CHICHEPORTICHE,et al,,1997; ASHKENAZI & DIXIT,1998; PETER &
KRAMMER,1998; SULIMAN, et al.,2001;RUBIO-MOSCARDO, et al.,2005). Estes receptores,
membros da familia do TNF, sdo conhecidos como receptores de morte e apresentam dominios
extracelulares ricos em cisteinas e cauda citoplasmdtica com aproximadamente 80 aminodcidos
chamados de “dominio de morte” (JIMENEZ, et al.,2000).

Os melhores modelos de estudo da ativacdo de morte pela via extrinseca estdo
caracterizados nos receptores FasL/FasR e TNF-o/TNFR-1. Nestes modelos, hd a ligacdo do
receptor com seu respectivo ligante trimérico. Apds a ligacdo, proteinas citoplasmaéticas
adaptadoras (FADD,TRADD) correspondentes aos receptores de morte sdo recrutadas e ligam-se
a cauda citoplasmdtica do receptor. As proteinas adaptadoras entdo recrutam a pré-caspase 8 e se

associam a ela pela dimerizagdo do dominio efetor de morte. Neste ponto, ocorre a formagdao do



complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC), resultando na ativagdo catalitica da pro-
caspase 8 (KISCHKEL, et al.,1995). Uma vez quea caspase 8 tenha sido ativada, a fase de
execugdo da apoptose € iniciada e ocorre a ativagdo em cascata das caspases 3-6 e 7 que provoca
o dano nuclear. A apoptose mediada por receptores de morte pode ser inibida por proteinas c-
FLIP que se ligam ao FADD e caspase-8, tornando-as ineficazes (KATAOYA,et al.,1998
;SCAFFIDI et al.,1999).

A via intrinseca € iniciada por produtos téxicos no citoplasma celular ou stress como
auséncia de fator de crescimento celular, a Interleucina -2 (IL-2), instabilidade gendmica,
privacdo energética, infeccdo viral, drogas ou irradiacao Ultra-Violeta (UV) ou por raios-gama.
A via intrinseca é conhecida também por via da mitocOndria, pois vérios estudos demonstram
que esta organela integra os estimulos de morte celular os quais provocam permeabilizacdo
mitocondrial e consequente liberagdo de moléculas pré-apoptéticas nela presentes (DESAGHER
& MARTINOU,2000).

O inicio do processo € quando ocorre a liberagao do citocromo ¢ da regido intermembrana
para o citosol da mitocondria onde, entdo, se liga ao fator-1 de ativacao da apoptose (Apaf-1). A
ligacdo de dATP induz uma mudanca conformacional do Apaf-1 que permite o recrutamento de
pro-caspase-9 e sua ativacao. O primeiro alvo da caspase 9 € a caspase 3.

Os linfécitos T citotéxicos (TCD8") também sdo capazes de induzir morte celular em
células-alvo através de seus efeitos citotoxicos. Esse mecanismo € utilizado principalmente em
células tumorais ou infectadas por virus e consiste primeiramente na liberacdo de granulos de
perforina pela célula TCD8". A molécula de perforina é capaz de formar um poro na membrana
da célula alvo através do qual passam os granulos liberados posteriormente pelo linfécito

citotoxico (TRAPANI & SMYTH, 2002). Esses granulos sdo compostos de serinas proteases



conhecidas como granzima A e granzima B. A granzima B cliva proteinas no residuo de
aspartato, o que culmina com a ativagdo pro-caspase 10 que através dos eventos de clivagem das
caspases culmina na ativagdo da caspase-3(PARDO, et al., 2004). Portanto, as vias extrinseca,
intrinseca e da granzima B convergem na ativagcdo de caspase-3, que por sua vez provoca o dano
celular levando a morte celular.

Entretanto, a granzima-A, embora seja um mecanismo de morte também ativado pelo
linfécito T citotéxico, € um mecanismo de ativagdo da apoptose independente da ativacdo da via
das caspases. Uma vez dentro da célula, a granzima A ativa a quebra do DNA via DNAse
NM23-H1, um produto génico supressor de tumor (FAN, et al.,2003). Este produto génico
apresenta importante fungdo imunoldgica por prevenir a expansao do tumor através da inducao
da apoptose na célula tumoral. A presenga da proteina SET no nucleossomo celular geralmente
inibe o gene NM23-H1. A granzima A cliva o complexo SET, desinibindo a expressdao do gene
NM23-H, o que resulta na degradacdo apoptética do DNA. Em adicdo as proteinas que fazem
parte do complexo SET (SET, Apel, pp32 e HMG2) exercem em conjunto a protecdo da
cromatina e da estrutura do DNA (LIEBERMAN & FAN,2003).Por consequéncia, a inativacdo
do complexo SET pela granzima A contribui para a apoptose pelo fato de bloquear os
mecanismos de manuten¢do do DNA e da integridade estrutural cromatina.

Nos timdcitos, o processo de apoptose pode também ser induzido pela acdo de citocinas
como TNF- a. e [FN-y (GUILLERMO,et al., 2007).

O TNF € uma importante citocina envolvida em processos inflamatérios, promovendo
seus efeitos quando ligadas aos seus receptores TNF R1 (p55) e TNF R2 (p75)
(CHEN&GOEDDEL, 2002 e ISOGAL et al., 1996) Durante infec¢des agudas, os niveis séricos

desta citocina aumentam e assim atua como uma potente indutora de apoptose de timdcitos



(ASHKENAZI & DIXTT,1998). O mecanismo de inducdo de apoptose parece envolver o TNF
R1. A ativacdo desse receptor leva a associacdo do complexo a proteina adaptadora TRADD que,
em reposta, liga-se ao FADD. A via apoptética é desencadeada pela ativacdo das caspases
(BERRIH, et al., 1985).

O IFN-y produzido por timécitos em diferenciacdo pode promover aumento da expressao
de moléculas de MHC de classe II em culturas de células epiteliais timicas (LEITE-DE-
MORAES, et al., 1991), modular a expressdo de proteinas da matriz extracelular e alterar os
padrdes de adesdo e proliferacdo de células do epitélio timico (LEITE-DE-MORAES, et al.,
1992 e HENRIQUE-PONS, et al., 2004) .Ainda, o pré-tratamento de camundongos com IFN-y
provoca aumento da apoptose induzida por LPS de timdcitos corticais. Embora o IFN-y nao
induza diretamente apoptose, a administracio de anticorpos anti- IFN-y previne a apoptose
(MUCCIL, et al., 2002). E sugerido que o aumento da apoptose timica observada quando na
administracdo de IFN-y ocorra devido ao fato de esta citocina promover a elevacdo dos niveis
séricos de TNF e cortisol (WELLHAUSEN & BOROS, 1982).

Assim como a apoptose participa no desenvolvimento de todas as linhagens celulares,
esse processo também apresenta grande importancia no desenvolvimento normal e na regulacao
da resposta imune. Durante a matura¢io os timdcitos passam por diversas etapas de selecao para
que os timdcitos que expressam um TCR nao funcional ou auto-reativo sejam deletados antes de
concluirem o desenvolvimento. A delecao por apoptose destes timdcitos € o processo pelo qual o
sistema imune garante a maturacdo e o desenvolvimento somente de timdcitos que expressam
TCR funcional (QUAGLINO & RONCHETTI, 2001).

Logo que entram no timo, os precursores de linfécito T DN2 (CD44"CD25%) que ndo

recebem o estimulo da citocina IL-7 sdo eliminados por apoptose através da ativagcdo da via



intrinseca. Na passagem do estdgio DN2 para o DN3 (CD44 CD25") os precursores sdo triados e
somente os timocitos que completam perfeitamente o rearranjo do gene TCRP seguem o
desenvolvimento enquanto que aqueles que ndo receberam o sinal da selecdo [ entram em
processo de morte. Ainda em estdgio DN3, os timdcitos sdo selecionados através da sinalizacdo
do pré-TCR. Nesta etapa, os timdcitos que nio recebem sinal do pré-TCR entram em apoptose
através da ativagio de via extrinseca (dos receptores de morte). Ja no estdgio DP (CD4+CD8") a
maioria dos timdcitos que ndo sdo capazes de gerar um TCR funcional sdo deletados por
negligéncia principalmente pela ativacdo da via intrinseca da apoptose. A morte por negligéncia
contribui para a morte de 90% dos timdcitos em desenvolvimento. Na selecdo negativa, a morte
celular € induzida através da ativac¢do da via intrinseca, na maioria dos casos, e também ativacao
da via extrinseca. A apoptose de células pela selecdo negativa garante a morte de células que
expressam TCR auto reativo, minimizando assim o desenvolvimento de resposta autoimune na
periferia. Durante todo o processo de maturacdo e desenvolvimento do timdcitos, estima-se que
95% dos precursores de linfécitos T morrem por apoptose. Desta maneira, a apoptose € um
processo basico fundamental no desenvolvimento de um repertorio de linfocitos T funcionais
(ZHANG:,et al.,2005).

A literatura € vasta em demonstrar que mutacdes nos genes que codificam proteinas pro e
anti-apoptéticas estdo correlacionadas com o desenvolvimento de imunodeficiéncias,
autoimunidade e cancer (OPFERMAN & KORSMEYER) revelando a importancia da
investigacdo dos mecanismos de apoptose no sistema imune.

1.3 Atrofia timica fisiologica e os modelos experimentais

O timo e seu microambiente sofrem constantes alteracdes durante o envelhecimento de

um individuo. Ao nascimento, o timo apresenta seu maior peso relativo e continua crescendo até
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a puberdade. A partir da puberdade, o timo sofre constante reducdo de tamanho e alteragdes na
arquitetura timica, que inclui perda da delimita¢do cortico-medular e reducdo do nimero de
linfécitos corticais. A reducdo do tamanho timico a partir da adolescéncia estd diretamente
relacionada com as alteragdes hormonais (hormonios sexuais e adrenais), que promovem a morte
de células timicas resultando na redu¢do no nimero de células T naive na periferia. Contudo,
apesar da alteracdo no nimero de células T na periferia e na fun¢do timica, a producdo de células
T por grama de tecido timico mantém-se inalterado. Embora a atrofia timica seja significante em
individuos adultos, estudos t€m demonstrado que o tecido timico residual € funcional é capaz de
gerar novas células (SHIRAISHLet al., 2003). Até mesmo em estudos no timo de individuo
idoso foi relatado manutencdo das regides cortical e medular, mostrando que o timo ainda é
capaz de manter a producdo de linfécitos T mesmo que em menor nimero. Ainda, individuos
que passaram por transplantes de medula dssea, ou apds tratamentos imunossupressivos como
irradiacdo, apresentaram a reconstituicdo de todas as subpopulacdes que compde o sistema
imune periférico (LEGRAND, et al.,2007, LUM, et al.,1987). A andlise histolégica do timo
destes pacientes (jovens e adultos) revelou uma rede linfoepitelial timica capaz de promover os
eventos de proliferacdo e exportacdo de células T para a periferia.

Devido a involug@o do timo na fase adulta, os estudos da fun¢do timica em humanos sao
limitados. Os estudos funcionais somente sdo possiveis a partir do timo obtido em cirurgias
cardiacas e na ocorréncia de 6bito de criancgas e fetos. Também, a andlise das imagens do timo
por tomografia computadorizada e ultra-som ndo permitem o estudo da celularidade timica.
Desta forma, o estabelecimento de modelos experimentais para o estudo da atrofia timica é

importante para o melhor entendimento dos processos de maturacio e migracio dos timdcitos em
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situacdes de stress, infeccoes ou mesmo em desordens metabdlicas (GRUVER &
SEMPOWSKY, 2008).

A atrofia timica € relatada em modelos murinos de infec¢Oes virais, filingicas,
protozodrias ou helminticas. Nestas infec¢des, hd reducdo do tamanho relativo do timo e perda
de timdcitos corticais com fendtipo duplo-positivos (DP). Ainda, no timo atréfico ha alteracdo do
fendtipo das células epiteliais timicas e da concentracdo de hormonios timicos, sugerindo que
todos os componentes, celulares ou soliveis da arquitetura timica sdo alterados.

O timo de animais infectados por Trypanosoma cruzi, por exemplo, apresentam atrofia do
timo com alteragdes nos componentes do microambiente timico como aumento da deposicao de
elementos de matriz extracelular concomitante com o aumento da expressdo de seus receptores
pelos timdcitos nos diferentes estdgios de maturacdo (SAVINO, et al., 1992 e SAVINO, et
al.,2002),0 que poderia contribuir com a migra¢do linfocitdria anormal caracterizada pela
presenca de células T imaturas na periferia observadas nesta infeccao(COTA-DE-ALMEIDA, et
al.,2003).

Nosso laboratério, desde 1999, vem estudando o timo e estabelecendo modelos murinos
de atrofia timica para um melhor entendimento das interagcdes timicas. Assim, foram
desenvolvidos modelos a partir de infec¢des, como por exemplo, com o fungo Paracoccidioides
brasiliensis e com o virus da Hepatite Murina (MHV), bem como frente a alteragcdes metabdlicas
através da diabetes experimental induzida por Aloxana. Em todos os estudos foi descrito
profundo acometimento timico e reducdo da celularidade timica (VERINAUD, et al
,1998;BRITO, et al. ,2003; SOUTO, et al.,2003; NAGIB, et al.,2010.

Em 2007, em colaboracdo com o Prof. Dr. Fabio Costa, do Departamento de Genética do

Instituto de Biologia da Unicamp, foram iniciados os estudos para obten¢do de um modelo
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experimental de atrofia timica utilizando o protozoario Plasmodium berghei NK65, causador da
maldria.

A maldria é uma importante doenca infecciosa responsavel por 300 a 500 milhdes de
novos casos clinicos por ano segundo a Organizacdo Mundial de Satide (OMS). Os agentes
etiolégicos desta moléstia sdo os protozodrios do género Plasmodium spp (MILLER &
GOOD,1994), sendo as infec¢Oes mais freqiientes e graves as que ocorrem apds a infeccdo por
protozodrios da espécie Plasmodium falciparum (GREENWOOD, et al.,2005).

Embora existam muitos estudos sobre resposta imune contra maldria, a complexidade do
ciclo do parasita é um dos fatores que dificulta a obtencdo de conhecimento sobre os
mecanismos responsaveis pela imunidade protetora aos individuos. A resposta imune contra a
maldria envolve elementos da imunidade inata e adquirida. A literatura € vasta em apontar o
papel de linfécitos T CD4" e da citotoxicidade dos linfécitos T CD8" na imunidade a maldria. As
células T CD4" apresentam tripla fungio na imunidade protetora contra a fase hepatica do
parasita. Estas células agem sobre os linfécitos B estimulando a resposta imune humoral,
auxiliam na indugdo de resposta citotoxica de linfécitos T CD8" e inibe indiretamente, através da
producdo de citocinas, o desenvolvimento do estdgio hepdtico dos parasitas. As células T CD8"
sdo capazes de inibir o desenvolvimento do estdgio hepatico do Plasmodium spp, prevenindo a
entrada destes nos eritrocitos (ZAVALA & TSUIJIL 2003) Como os linfécitos T representam um
importante elemento na imunidade a maldria, € possivel que as alteracOes observadas na
arquitetura e no microambiente timico acarretem distirbios na maturacdo e diferenciacdo de
timdcitos o que pode ter implicagdes na resposta imune ao Plasmodium spp.

Anteriormente, utilizando um modelo murino letal de infeccdo com Plasmodium berghei

NK65, demonstramos profundas alteracdes histologicas e severa atrofia timica com perda de
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células duplo-positivas. Em adi¢do, a presenca do parasita dentro do timo foi detectada pela
primeira vez. (ANDRADE, et al., 2008). Ainda, em publicacdo recente demonstramos que a
intensa desorganizacdo da arquitetura timica induz profundas alteracdes na expressdo de
elementos de matriz extra-celular e de proteinas da familia das quimiocinas em animais
infectados pelo Plasmodium (GAMEIRO, et al., 2009). Como estas moléculas possuem um
papel critico na maturagdo das células T, porque estdo envolvidas com a dindmica migracdo
intra-timica dos timdcitos, € razoavel se supor que tais eventos possam influenciar o processo de
maturacdo e diferenciacdo das células T, prejudicando o desenvolvimento normal destas células.
Como conseqiiéncia, uma resposta imune periférica defeituosa contra o parasita pode ser
esperada em virtude da severa reducdo de linfécitos e/ou pela presenca de células sem
competéncia funcional completa no sangue e nos 6rgaos linféides periféricos.

Neste trabalho, dando continuidade aos estudos anteriores, investigamos se a atrofia
timica observada na infec¢do pelo Plasmodium berghei NK65 ocorre como conseqiiéncia da
deplecdo de diferentes sub-populagdes de timdcitos, em virtude do aumento da taxa de apoptose,
e/ou como resultado da saida precoce destas células para os 6rgdos linféides secundarios. Com
estes dados esperamos contribuir para o melhor entendimento tanto do comprometimento timico
frente a infec¢des, como das conseqiiéncias que a involucdo timica pode gerar na resposta imune

do hospedeiro.
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2. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal investigar se a atrofia timica aguda observada
durante a infeccdo por Plasmodium berghei NK65 correlaciona-se com o aumento da taxa de
morte celular programada (apoptose) em timdcitos e/ou com a saida precoce destas células para a

periferia.

Para tanto, as seguintes metas foram seguidas:

Andlise da atrofia timica durante o curso da infec¢do, através do estudo cinético do peso e das

subpopulagdes do timo apds a infeccao;

Avaliagao dos mecanismos de morte de timdcitos em animais infectados: apoptose e/ou necrose,
através da andlise da presenca de corpos apoptoticos no tecido e da expressdo de marcadores

especificos de apoptose na superficie celular (Anexina-V e lodeto de propidio (PI);

Andlise das vias de ativac@o da apoptose através da expressao de genes pré-apoptoticos;

Andlise do envolvimento das citocinas Interferon-gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral-
alfa (TNF- a) na inducdo da atrofia timica durante a infeccdo por Plasmodium, através de

dosagem sérica e estudo da infec¢do em animais knockout para estas citocinas e

Andlise de o6rgdos linféides periféricos, através do estudo de alteracdes histopatoldgicas e de

subpopulacdes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos machos das linhagens BALB/c, C57BL/6 e
C57BL/6 knockout (KO) para IFN —y obtidos do CEMIB-UNICAMP a partir de coldnias livres
de patégenos especificos (SPF). Camundongos C57BL/6 KO para TNF-R foram adquiridos do
biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Sao Paulo, Campus de Ribeirdo Preto. Para
os experimentos foram utilizados camundongos de 8 semanas de idade. Os animais foram
mantidos, durante todo o periodo experimental, em mini-isoladores acondicionados em estante
ventilada da marca ALESCO (Monte-Mor,SP) com dgua e racdo estéreis, fornecidas ad libitum,
e com um ciclo de fotoperiodo de 12h/12h. Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com as normas propostas pelo Sociedade Brasileira de Ci€ncia em Animais de Laboratdrio
(SBCAL) e aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais, do Instituto de Biologia da
Unicamp (CEUA/Unicamp) com o protocolo n°1604-1.

3.2. Preparo do Inéculo

Para o preparo do in6culo foi utilizado o isolado virulento de Plasmodium berghei cepa
NK65, a qual é mantida em nosso laboratério congelada em meio de cultura especifico e em
nitrogénio liquido. Aproximadamente 14 dias antes da infeccdo experimental, os animais
utilizados para repiques foram infectados com a cepa congelada e quando apresentaram 30% de
parasitemia, foi realizada a sangria pelo plexo braquial. O sangue do animal utilizado como
repique do parasita foi coletado em tubos com heparina contendo 1 ml de PBS, e em seguida
centrifugado por 5 minutos a 3804g. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet ressuspenso
em Iml de PBS, sendo repetida a centrifugacdo. O nimero total de células presente na suspensao

foi determinado por contagem em camara de Neubauer e a suspensdo final ajustada para 5x10°
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hemdcias parasitadas/ml para a inocula¢ido. Cada animal foi inoculado intraperitonealmente com
200ul da suspensao final.

3.3. Parasitemia

A parasitemia dos camundongos infectados foi determinada a partir da contagem de
hemdcias infectadas. Para tanto, foram realizados esfregacos sanguineos a partir de uma gota de
sangue coletado da cauda dos camundongos. Apds a secagem do sangue, as laminas foram
tratadas para coloracdo hematoldgica estabelecida por Romanowsky através do kit comercial
para coloragdo hematoldgica “Pandtico Ré4pido” (Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil) e a
porcentagem de hemdceas infectadas calculada (parasitemia: hemdcias infectadas x 100 /
hemaAcias totais).

3.4. Indice timico

Animais controle e infectados foram anestesiados com xilazina/quetamina (100 mg/Kg de
hidroclorito de quetamina e 5 mg/Kg de cloridrato de xilazina) e em seguida pesados. Em
seguida, os timos foram coletados, limpos e pesados. O indice timico foi calculado a partir da
seguinte equagdo: peso do 6rgdo (g) /peso do animal (g)x100.

3.5. Analise histopatologica

O timo e os linfonodos mesentéricos de animais controle e infectados de todos os grupos
experimentais foram coletados e fixados em solucdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato
0,1M. Apd6s 12 de fixacdo o 6rgdo foi desidratado em gradiente crescente de etanol (70,80, 85,
90, 95-100%), diafanizado em xilol e incluidos em parafina. Os 6rgaos foram entio submetidos a
microtomia para obtencdo de cortes histolégicos com Sum de espessura que foram analisados
quanto a possiveis alteragdes estruturais por coloracdo de hematoxilina e eosina (HE). As

laminas foram montadas e analisadas em microscépio de luz (Olympus, BX50).
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3.6. Analise das subpopulacoes de timocitos

Ap0s o sacrificio dos animais, os timos de todos os grupos experimentais foram retirados
e processados para determinagdo da celularidade por citometria de fluxo. Para tanto, os érgaos
foram macerados em 1 ml de PBS-Soro Fetal 10% para obten¢cdo de uma suspensao celular da
qual se estimou o nimero de células presentes por contagem em camara de Neubauer. Em
seguida, as hemdcias foram removidas através de lise pela solu¢do de lise de hemdcias
[(ACK)0.16M NH;CIL;0,01M KHCO3;1mM EDTA]. Entdo, as células foram diluidas em PBS-
Soro Fetal Bovinol0% e incubadas com anticorpo anti-FcyR(Becton Dickinson,San Diego,
Califérnia, EUA) para bloqueio da ligacdo dos anticorpos conjugados via por¢do Fc. Apds
lavagens com PBS, as células foram incubadas com os seguintes anticorpos da classe IgG: anti
CD4 conjugado com FITC, anti-CD8 conjugado com PE e anti-CD3 conjugado com PeCy-7
(Pharmingen, San Diego, Califérnia, EUA) por 20 minutos a 4° C seguido por lavagens com PBS
e centrifugacdo por 10 minutos a 380xg. As células foram entdo fixadas com formaldeido 1% e
submetidas a leitura no citometro de fluxo FACsAria (BD Pharmingen, San Diego, Calif6rnia,
EUA).

3.7. Detecciao da apoptose por imunohistoquimica - TUNEL

A deteccdo e quantificacdo de células em apoptose (morte celular programada) no timo
de animais controle e infectados foram determinadas pela técnica do TUNEL (do inglés, TdT-
mediated dUTP nick end labelin). Do timo incluido em parafina foram obtidos 3 cortes
histolégicos de Sum em lamina silanizada. O primeiro corte foi isolado por delimitacdo de
silicone ao seu redor e utilizado como controle negativo, os demais cortes foram utilizados para a
marcagdo experimental. Neste estudo, utilizamos o kit comercial In situ Cell Death Detection

Kit, POD (Roche, Mannheim, Alemanha) a fim de detectar as quebras de DNA simples e dupla
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fita que ocorrem nas fases iniciais da apoptose.Os cortes histoldgicos foram desparafinizados,
hidratados, fixados e permeabilizados. Posteriormente, o tecido foi incubado com Proteinase K
(10-20 pg/ml em 10 mM Tris/HCL,) por 30 minutos a 37°C seguido por bloqueio da peroxidase
endégena (H,O;, 3% em metanol) por 30 minutos a temperatura ambiente. Entdo, o tecido foi
incubado com a mistura de reacdo de TUNEL preparada de acordo com as instru¢des do
fabricante. Durante este periodo de incubacdo, a enzima Terminal deoxynucleotidyl transferase
(Tdt) catalisa a adicio de dUTP marcado com fluoresceina em grupos livre 3'-OH do DNA
simples e dupla fita. Apds a lavagem, a marcagdo incorporada nos locais danificados do DNA ¢é
identificada por um anticorpo anti-fluoresceina conjugado com a enzima peroxidase (POD).
Apo6s a lavagem para remogao do conjugado enzimdtico nao ligado, a POD retida no complexo
imune ¢é visualizado através de solucdo contendo o substrato (H,O,) e o cromdgeno
diaminobenzidina (DAB). Controles para o procedimento de TUNEL foram tratados da mesma
forma como o experimental, exceto que a enzima TdT foi omitida da mistura de nucleotideos
e foi substituido por dH20. As células em apoptose foram identificadas por TUNEL em conjunto
com caracteristicas morfolégicas, como contracdo celular, invaginacio de membrana e
condensacdo da cromatina, para a distingdo de células apoptdticas e os corpos apoptéticos de
células necrosadas. Estes ultimos ndo foram considerados células apoptéticas. De cada corte
histolégico foi adquirida uma foto digital para contagem das células em apoptose. No total, 500
células foram contadas em cada amostra usando o programa Image J(Wayne Rasband, National
Institute of Mental Health, USA) para produzir uma grade e delimitar os campos de contagem. O
indice de corpos apoptéticos (ICA) foi realizado por um tnico observador (C.F.R.) ignorante
para o status do animal, e definido como segue: ICA (%) = células apoptoéticas / total de células x

100.
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3.8. Anadlise da apoptose por citometria de fluxo

A andlise da condi¢do celular (vidvel ou em processo de apoptose) foi realizada em grupo
celular selecionado a partir das seguintes caracteristicas: (i) tamanho (tamanho e granulosiade),
(i1) integridade da membrana plasmdtica (coloragdo por iodeto de propidio, PI) e (iii)
redistribuicdo da fosfatidilserina da membrana plasmdtica (marcacdo pela anexina-V). As
andlises foram realizadas no timo e linfonodos mesentéricos de animais controle e infectados.
Ap6s o sacrificio do camundongo, coleta do timo e obtengcdo da suspensdao celular, 1 x 10°
timdcitos foram incubados com anticorpos monoclonais anti-CD3-PeCy7, anti-CD8-PE, e anti-
CDA4-FITC (Pharmigen/Becton Dickinson, San Diego, Califérnia, EUA.) por 20 minutos a 4° C.
Em seguida, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas por 10 minutos a 380xg. As
células foram entdo ressuspendidas em 20ul de Tampdo de ligacdo da Anexina-V
(Pharmigen/Becton Dickinson, San Diego, Califérnia, EUA Cat NO 556454) e incubadas com
0,3 mg / ml da anexinaV-APC e 5 mg / ml de iodeto de propidio (PI) por 15 min. Apds a
incubacdo, as amostras foram diluidas 4 vezes com o mesmo tampao e analisadas por citometria
de fluxo utilizando o equipamento FACsAria (BD Pharmingen, San Diego, Califérnia,
EUA).Como controle negativo, para todos os procedimentos de marcacdo de anexina-V, as
células foram lavadas exaustivamente em PBS livre de Ca®* e corados com anexina-V, na
auséncia do tampao. A andlise dos dados obtidos foi realizada no software FCS Express V3. As
células PI positivas foram retiradas da analise dos demais marcadores. As populagdes celulares

CD4" e CD8" foram analisadas no gate de células CD3".
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3.9. ELISA para deteccao de IFN- y e TNF-a sérico

Para determinacdo dos niveis séricos de IFN-y e TNF-o, animais controle e infectados
foram anestesiados e o sangue coletado através do plexo braquial. Apéds centrifugagdo, o soro foi
separado e armazenado a -20°C até andlise. A concentracdo de IFN- y (pg/ml) e TNF-a (pg/ml)
foi determinada através do método de ELISA (do inglés, Enzyme-linked immunosorbent assay)
de acordo com as instrugdes do fabricante (BD Biosciences, San Diego, USA ;

eBioscience, San Diego,USA Cat NO:88-7324-88, respectivamente).

3.10. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Ap0s o sacrificio dos animais, 0s timos foram retirados e submetidos a extracdo de RNA
total através do Kit Ilustra RNAspin Mini (GE Healthcare, Amersham, UK). Os timos foram
macerados em tampao de lise contendo B-mercaptoetanol e em seguida foi adicionado etanol
70%. A solucgdo foi centrifugada em diferentes colunas para adsor¢do do RNA. Apds a extragdo,
o RNA foi eluido da coluna com 50ul de dgua ultra-pura e as amostras congelados a -70° C. O
RNA foi quantificado em gel de agarose para verificacdo de integridade (presenca das bandas de
RNA 18S e 28S).Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Foram utilizados aproximadamente 2ug de cada amostra de RNA para a sintese de
cDNA, o qual foi quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo Scientific, Waltham,

MA, USA) para posterior utilizacdo em experimentos de quantificacdo por PCR em tempo real.

3.11. Expressao de genes pro-apoptoticos através de PCR em tempo real
A expressdo dos genes relacionados ao processo de morte celular foi avaliada através
PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR). Para cada gene analisado, foi montada uma placa

de 96 wells compreendendo todos os grupos experimentais em uma Unica reagdo. As reacoes
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foram preparadas com o kit comercial TagMan PCR Master Mix™ (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) e realizadas no aparelho ABI Prism 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Diferentes oligonucleotideos e sondas para a amplificacdo do controle endégeno RNA
18S (Hs99999901 s1) e dos alvos, a saber: caspase7(Mm00432322 _ml); caspase9
(Mm03053887_s1); TNFERSF1a(Mm01182929 ml );GzmA(Mm0O043919]1 ml ); GzmB
(Mm00442834_ml1) 3 PGRP (Mm00437150_ml); TNFRSF5 (Mm00441891 ml); Sgpl-
L(Mm00456079_m1); GADDA4S5(Mm00432802_ml ), foram utilizados nos ensaios. A expressao
génica dos genes pré-apoptdticos nos grupos controle e infectados foram representadas como

nimero relativo de cépias através do método do ciclo delta threshold (Z'AACt).

3.12. Analise por citometria de fluxo das subpopulacoes de linfocitos nos linfonodos
mesentéricos.

Apds o sacrificio dos animais, os linfonodos mesentéricos de todos os grupos
experimentais foram retirados e processados para andlise das subpopulacdes de células T por
citometria de fluxo. Para tanto, os 6rgaos foram macerados em 1ml de PBS-Soro Fetal 10% para
obten¢do de uma suspensdo celular da qual se estimou o nimero de células presentes por
contagem em camara de Neubauer. Em seguida, as hemdcias foram removidas através do uso de
solucdo de lise de hemdcias [(ACK)0.16M NH;CI;0,01M KHCO3;1mM EDTA. Apés lavagens
com PBS, as células foram incubadas com anticorpo anti-FcyR (Becton Dickinson,San Diego,
Califérnia, EUA) para bloqueio da ligacdo dos anticorpos conjugados via por¢ao Fc . Logo
apos,as células foram incubadas com os seguintes anticorpos da classe IgG: anti-CD4 conjugado
com FITC, anti-CD8 conjugado com PE e anti-CD3 conjugado com PeCy-7 (Pharmingen, San
Diego, Califérnia, EUA) por 20 minutos a 4°C seguido por lavagens com PBS e centrifugacdo

por 10 minutos a 3804g, € em seguida as células foram fixadas em formaldeido 1% e submetidas
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a leitura no citometro de fluxo FACsAria (BD Pharmingen, San Diego, Califérnia, EUA). A
andlise dos dados adquiridos foi realizada no software FCS Express V3. As populacdes de

timdcitos foram analisadas com base em gate de células CD3".

3.13. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia de 1 Via (ANOVA),
seguida pelo Teste de Comparagdes Multiplas de Dunn, quando ocorreram varios grupos de
comparagdo. Os resultados de indice timico obtidos dos animais knockout para IFN- y bem como
seu respectivo background foram submetidos a Andlise do teste T para o cdlculo do valor de p,
ambos através do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla,CA, USA).As
amostras foram consideradas estatisticamente diferentes quando o valor de p foi menor ou igual a

0,05 (p<0,05).

23



4. RESULTADOS

O timo é um 6rgao alvo de infecgdes virais, bacterianas e fungicas. Recentemente, nosso
grupo demonstrou que a infec¢do maldrica também € capaz de provocar atrofia timica apds 14
dias de infec¢d@o. Diante deste dado o estudo cinético da atrofia timica e alteracdes histologicas

do 6rgdo em relacdo ao aumento da parasitemia foram conduzidos para melhor entendimento do

efeito da infeccao pelo Plasmodium no timo.

4.1 Parasitemia

A cepa virulenta de P berghei NK65, caracterizada por ser letal e ndo induzir a forma
cerebral da doenca, quando inoculada em camundongos BALB/c apresenta parasitemia com pico

aos 14 dias de infec¢do e 100% de mortalidade no 15° dia pds-infecc¢ao (pi) (Figura 2).
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Figura 2. Curva parasitémica e sobrevida da infec¢do maldrica pelo Plasmodium berghei NK6S5.
Camundongos BALB/c infectados pelo P.berghei apresentam hemdcias infectadas pelo Plasmodium aos trés dias de
infec¢@o e maior nimero de hemdcias parasitadas apds quatorze dias de infeccdo. No décimo quinto dia pds infec¢ao
todos os animais infectados morreram em decorréncia da infecgdo.

4.2 Indice timico

No decorrer da infeccdo pelo Plasmodium berghei NK65 foi possivel observar
que o peso relativo do timo de animais infectados sofreu reducdo gradativa em relagdo ao peso

do timo de animais controle (Figura 3). Neste modelo observa-se que ap6s 5 e 7 dias de infec¢cdao
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ocorre 0 inicio da atrofia timica com redugcdo do peso relativo do 6rgdo, ainda que ndo
significativa quando comparada ao grupo controle. No décimo dia de infec¢do a atrofia € maior e
significante em relagdo ao grupo controle. Ja no décimo quarto dia pds-infeccdo nota-se o0 menor
tamanho do timo, com peso quatro vezes menor que o timo de animais controle. Estes resultados

validam dados anteriores do nosso grupo.
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Figura 3. Peso relativo do timo de animais BALB/c controle e inoculados com P. berghei NK65,e
sacrificados apds 5, 7, 10 e 14 dias de infec¢@o. Observa-se gradual perda de peso timico em animais infectados pelo
parasita quando comparado ao grupo controle. Maior atrofia timica observada ao décimo quarto dia de infecc¢do.
Resultados expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por grupo. ** p<0.01 e ***p<0.001.

4.3. Analise histopatologica

A integridade do microambiente timico, caracterizado pelas regides subcapsular, cortical,
junc¢do cortico-medular e medular, estd diretamente relacionada com o correto desenvolvimento
dos linfécitos T. Em nosso modelo de infec¢@o € possivel observar que, embora ocorra reducao
do peso relativo do timo até o sétimo dia de infeccdo, este fendmeno ndo altera a estrutura do
6rgdo, que se apresenta semelhante a estrutura histoldgica observada nos animais do grupo
controle (Figura 4A). Assim, até o sétimo dia de infec¢@o, nota-se as regides cortical e medular
bem definidas, bem como a presenca dos septos caracteristicos dos lobos por todo o 6rgdo

(Figuras 4B e 4C).
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Com a progressao da infeccdo, apds 10 dias da inocula¢do do parasita, o timo tem seu
tamanho reduzido pela metade e sua estrutura apresenta modificacdes, tais como perda da
delimitacdo cortico-medular e aparente inicio da reduc¢do da por¢do cortical do 6rgdo (Figura
4D). Ja no décimo quarto dia de infec¢do, quando a atrofia do 6rgdo € mais significativa,
observa-se profunda desorganizacdo do microambiente timico, caracterizada principalmente pela

perda da regido cortical (Figura 4E).

Figura 4. Analise histopatoldgica do timo de animais BALB/c controle e infectados com Plasmodium
berghei NK65 corados com HE. Magnitude 200X. (A): Timo de animal controle (B) e (C): Timos de animais com 5
e 7 dias de infeccdo, respectivamente. Notar auséncia de alteracdes histoldgicas: septos caracteristicos (setas) e
delimitag@o entre as por¢des cortical e medular. (D): Timo de animal com 10 dias de infec¢@o. Periodo de inicio da
desorganizacdo estrutural timica. (E): Timo de animal com 14 dias de infeccdo o qual apresenta total perda da
delimita¢do cortico-medular. m: regido medular; c: regido cortical. As fotografias sdo referentes a um tnico
experimento, porém representativas de todos.
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As alteracdes histoldgicas caracterizadas pela reducao da porg¢do cortical timica e também
a involugdo timica observadas no timo de camundongos infectados pelo Plasmodium sugeriram
que durante a infec¢do maldrica o timo € um 6rgdo alvo e tem sua celularidade alterada. Além
disso, um grande nimero de células aparentando condensacdo nuclear e fragmentacdo nuclear
(cariorréxis), circundadas por histiécitos e constituindo um padrdo de ‘“céu estrelado”, foi
observado. A frequéncia e o nimero absoluto de timdcitos em camundongos infectados e

controle foram determinados por citometria de fluxo.

4.4. Freqiiéncia e nimero absoluto das subpopulacoes de timdcitos

Durante a infeccdo pelo P. berghei foram observadas profundas alteracdes nas
subpopulagdes de timécitos. Em camundongos infectados pelo Plasmodium berghei NK65, as
frequéncias de todas as subpopulagdes linfocitarias foram alteradas em relacao ao grupo controle
(Figura 5A). No gréfico da figura 4 A é possivel observar grande redu¢do na porcentagem de
células DP de 76 para 12% enquanto que a porcentagem de timdcitos DN, CD4" e CD8" foram
aumentadas consideravelmente.

Como a anélise histoldgica do timo atréfico revelou intensa queda na celularidade, foi
analisado também o ndmero absoluto das subpopulagdes dos timdcitos. No timo de animais
infectados, houve reducdo no nimero de timdcitos DP, CD4" ¢ CDS8" enquanto que foi
observado aumento no nimero de timécitos DN (Figura 5B). Importante destacar que o niimero
de timoécitos DP nos animais infectados foi 13 vezes menor que no timo de animais controle.
Este dado sugere que a atrofia timica estd relacionada com a grande deplecdo de timdcitos

corticais DP.
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Figura 5: Citometria de fluxo das subpopulacdes de timocitos. (A) Gréfico tipo “dot plot” representativo das
porcentagens das subpopulagdes de timdcitos de animais infectados pelo Plasmodium e controles. Nota-se grande
reducdo na porcentagem de timécitos duplo-positvos CD4"CD8* em animais infectados. (B) Subpopulagdes de
timécitos de animais controle e infectados em niimero absoluto. Na infec¢do maldrica ocorre aumento no nimero
absoluto de timdcitos duplo-negativos CD4 CD8 ,enquanto que nas demais subpopulacdes apresentam grande
reducdo no niimero de timécitos. (DN: CD4 CDS8’, DP: CD4"CD8*, CD4: CD4*CDS8’, CD8: CD4 CD8"). Resultados
expressos em média + SEM. ***p<0,001.

Em conjunto, os dados acima apresentados apontam que na atrofia timica induzida pela
infeccao pelo Plasmodium ocorre intensa perda celular, principalmente de timécitos DP. Uma
vez que estas alteracOes sugerem a ocorréncia de apoptose, este tipo de morte celular foi

investigado por técnica imunohistoquimica e citometria de fluxo.

4.5. Andlise da apoptose pelo método de imunohistoquimica —- TUNEL
A andlise imunohistoquimica, pela técnica do TUNEL, revelou um padrdo difuso de

marcacgdo positiva por todo o estroma timico de animais infectados, indicando aumento da taxa
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de morte celular por apoptose durante a infec¢do maldrica, que, se inicia aproximadamente aos
10 dias pos-infeccdo e apresenta elevado nimero de células apoptéticas apds 14 dias. A
distribuicdo de células TUNEL-positivas nas zonas cortical e medular do timo apresentou-se
diferente no timo de animais infectados quando comparado aos controles. Enquanto que, no timo
de animais controle as células TUNEL positivas apresentavam-se predominantemente na regiao
cortical, no timo de animais infectados houve aumento de células apoptéticas na por¢do mais
interna do 6rgdo, que corresponde a por¢do medular no timo de animais controle (Figura 6A).
Para determinacdo da quantidade de células apoptéticas, as células marcadas foram
contadas e o indice de corpos apoptéticas (ICA) foi obtido como porcentagem de células em
apoptose em relacdo ao nimero total de células do timo. Esta andlise mostrou alteracoes

significativas em animais com 14 dias de infec¢do, quando comparados com os controles (Figura
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Figura 6. Andlise da apoptose pela técnica do TUNEL. (A) Detec¢@o de nticleos apoptdticos nas regides cortical e
medular no timo de animais controle e infectados pelo Plasmodium ap6s 14 dias de infec¢do. No timo de animais
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infectados observa-se aumento de células com niicleo apoptoticos, concentradas principalmente na regidio medular.
Magnitude 100X. As fotografias sdo referentes a um tnico experimento, porém representativas de todos. (B) O
gréfico representa a porcentagem de nucleos apoptdticos nas regides cortical e medular no timo de animais controle
e infectado pelo P. berghei. O grupo infectado apresenta aumento significativo de niicleos apoptéticos em relacio ao
grupo controle. Resultados expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por grupo. ***p<0.001.

4.6 Analise da apoptose por citometria de fluxo

Como a deteccao de apoptose pelo método imunoistoquimico pode, potencialmente,
detectar células ndo apoptdticas, a andlise da presenga de residuos de fosfatidilserina (PS) na
membrana plasmaética da célula, que ocorrem nos estagios iniciais de apoptose, foi realizada por
citometria de fluxo. Uma vez que alteracdes na membrana plasmdtica também ocorrem em
células necrdticas, a marcagdo dupla das células para anexina-V e iodeto de propidio (PI),
marcador de 4cido nucléico impermedvel a membrana, € essencial.

Na infec¢ao maldrica, o timo de animais infectados apresentou aumento no nimero de
células anexina-V positivas, bem como aumento no nimero de células anexina-V/PI positivas
(Figura 7A). Estes dados revelam que na infeccdo maldrica ocorre apoptose de timdcitos durante
todo o curso da infec¢do uma vez que, a marcacdo dupla (anexina-V/IP) caracteriza células em
processo de apoptose tardio.

A andlise fenotipica das diferentes subpopulacdes de timdcitos revelou que os linfocitos
CD4'CDS8" (DP, duplo positivos), CD4CD8 (DN, duplo negativo) e CD8" (CD8" simples
positivos) de camundongos infectados apresentam elevado nimero de células Anexina-V
positivas quando comparado ao grupo controle. O aumento de células Anexina-V positivas
justifica, parcialmente, a hipdtese de que a reducdo do nudmero absoluto destes subtipos
linfocitarios no timo de animais infectados € devido a apoptose. Nao foi observada altera¢ido no

percentual de células CD4"-AnexinaV positivas (Figura 7B).
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Figura 7: Andlise da expressdo de Anexina-V nas subpopula¢des de timdcitos por citometria de fluxo. (A)
Porcentagem de células que expressam Anexina-V/PI. (B) Subpopulacdes de timdcitos de animais controle e
infectados relativo de timécitos que expressam Anexina-V que expressam Anexina-V. (DN: CD4CDS’, DP:
CD4"CDS8*, CD4: CD4°'CD8, CD8: CD4CD8"). Resultados expressos em média + SEM de cinco animais
diferentes por grupo. **p<0.01 e ***p<0.001.

O processo de apoptose envolve a ativagdo de caspases que iniciam uma cascata de
eventos que culminam no estimulo final para a morte da célula. A via das caspases ¢é ativada por
receptores como TNF e Fas além de elementos como perforina e granzima, liberados pelos
linfécitos citotéxicos. Citocinas inflamatérias como o IFN- y também sdo capazes de provocar a
morte de timécitos quando em concentragdes aumentadas.

Para andlise do papel das citocinas IFN-y e TNFa no processo de apoptose observado em
nosso modelo experimental, camundongos knockout para estas citocinas foram infectados e
tiveram seus timos retirados para determinacao do indice timico e andlise histopatoldgica. Como

estes animais eram da linhagem C57BL/6, as andlises também foram realizadas em

31



camundongos com 0 mesmo arcabouco genético, porém sem alteracdes para estas citocinas

(“Wild Type”), para fins de comparag@o com a linhagem Balb/c.

4.7. Dosagem sérica de IFN-y e TNF-a - ELISA

As vias de apoptose podem ser ativadas, direta ou indiretamente, por diferentes citocinas.
Assim, embora o Interferon gama (IFN-y) ndo seja capaz de estimular diretamente a apoptose,
esta citocina € capaz de estimular determinados tipos celulares, como, por exemplo, macréfagos,
a produzirem TNF-a que por sua vez provoca a morte celular, através da ativagdo da via das
caspases.

Na infec¢do por Plasmodium é possivel observar que a concentragdo de IFN-y no soro de
animais infectados € maior em todos os grupos de infeccdo quando comparados ao grupo
controle. Interessante notar que a concentracdo desta citocina obedece a uma cinética, onde os
maiores niveis sdo observados no inicio da infec¢do (apds 5 e 7 dias de infec¢do).

No grupo de animais com 10 dias de infec¢do houve reducdo significativa quando
comparado ao grupo de 5 dias pds infeccdo (dpi). Os niveis séricos de animais infectados 14 dpi
ndo apresentou alteracdes, mostrando-se semelhantes aos observados no grupo de animais

controle (Figura 8).
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Figura 8. Dosagem sérica de IFN-y nos grupos de animais controle e infectados pelo Plasmodium berghei
pelo método de Elisa (do inglés: Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Animais sacrificados 5 ¢ 7 dias ap6s a
infeccdo apresentaram aumento significativo na concentragdo de IFN-y no soro quando comparado ao grupo
controle. O aumento da concentracdo de IFN-y no soro de animais sacrificados apds 10 e 14 dias de infec¢do ndo foi
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significativo em relacdo ao grupo controle. No decorrer da infec¢do observa-se queda significativa na concentragdo
sérica de IFN-y quando comparados animais infectados e sacrificados ap6s 10 dias de infec¢do com o grupo
controle. Resultado expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por grupo. *p <0,05; **p <0,01;***p
<0,001.

O receptor de TNF-a (TNFR) ¢ expresso na superficie da membrana celular, e quando
ligado a citocina inicia uma cascata de sinais que ativam a via das caspases iniciadora da
apoptose. Na infec¢do maldrica, os dados da dosagem sérica de TNF-a demonstram elevacao
gradativa do nivel de TNF-a conforme o desenvolvimento da doenga. Embora ocorra reducao
significativa aos 5 dias de infec¢do, nota-se que nos animais em estdgio mais avancado da

doenca (10 e 14 dpi) o valor médio chega a 80pg/ml, dez vezes maior que o grupo controle

(Figura 9).
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Figura 9. Dosagem sérica de TNF-a nos grupos de animais controle e inoculados com Plasmodium berghei
pelo método de Elisa (do inglés: Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Ap6s 5 dias de infec¢do nota-se reducéo
estatiscamente significativa da concentracdo de TNF-a em rela¢do ao controle. Animais infectados apos 7, 10 e 14
dias de infecgdo, entretanto, apresentaram aumento significativo na concentracio de TNF-o no soro quando

comparado ao grupo controle. Resultados expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por grupo. *p
<0,05; **p <0,01.

No inicio da infec¢do maldrica, ainda quando a parasitemia é baixa, ocorre aumento dos
niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-15.
Neste estudo, demonstrou-se que hd aumento dos niveis séricos de IFN-y apos 5 dias de

infeccio pelo Plasmodium. E provivel que a secrecio de IFN-y aumentada no timo de
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camundongos infectados logo no inicio da infec¢do promova a morte de timdcitos corticais
colaborando para a atrofia timica observada no décimo quarto dia de infec¢do. Entretanto, a
concentracdo sérica de TNF-a elevou-se paralelamente com o aumento da parasitemia. O TNF-a
liga-se ao seu receptor TNFR-1, expresso na superficie celular, ativando uma cascata de
sinalizacdo que culmina na morte celular. Interessantemente, a maior concentra¢do de TNF-a foi
observada apds dez dias de infec¢do maldrica, data a partir da qual houve inicio da atrofia timica
significativa e alteracOes histoldgicas no timo de animais infectados pelo Plasmodium. Estes
dados sugeriram fortemente a participacdo das citocinas IFN-y e TNF-a na apoptose dos
timdcitos durante a infec¢do maldrica.

A fim de avaliar o papel destas citocinas na patologia timica, analisamos o timo de
camundongos knockout para IFN-y e TNFRI1. Uma vez que os camundongos geneticamente
modificados foram estabelecidos na linhagem C57BL/6, e nosso modelo de infeccdo esta
estabelecido em camundongos BALB/c, o estudo da infec¢do pelo Plasmodium berghei NK65
no camundongo C57BL/6 “wild type” também foi realizado com o objetivo de validar os dados

encontrados nos camundongos knockout.

4.8. Analise da influéncia do IFN-y e TNF na atrofia timica

4.8.1 Indice timico e analise histolégica C57BL/6

Camundongos C57BL/6 “wild type” foram inoculados com 10° hemécias parasitadas e
sacrificados apds 14 dias de infec¢do seguindo mesmo protocolo utilizado na infec¢do de
camundongos BALB/c. Como pode ser observado na figura 10A o timo de camundongos
controle apresentou peso relativo dentro no esperado, enquanto que o timo de animais infectados

pelo parasita apresentou profunda atrofia timica.
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A andlise histopatoldgica do timo de animais C57BL/6 controle revelou que o 6rgio
apresenta as caracteristicas padrdo descritas na literatura: regido cortical e medular preservadas
com a delimitacdo cortico-medular bem definidas, cdpsula e septos conservados. Em timo de
animais infectados houve profunda desorganizacdo do microambiente timico caracterizada pela
perda da delimitacdo cortico-medular, auséncia de cdpsula e septos e presenca de corpos
apoptoticos (Figura 10B). Estes resultados nos permitiram avaliar os camundongos knockout

comparativamente com os dados achados nas infec¢des da linhagem BALB/c.

0.28+
0.20+

0.15+

0,10+

Indice timico (%)

Controle Infectade

Infectado

Figura 10. (A) Indice timico de animais C57BL/6 controle e infectados com P. berghei. Nota-se redugio
do peso relativo do timo em animais infectados quando comparado ao grupo controle. Resultados expressos em
média = SEM de cinco animais diferentes por grupo.***p <0,001. (B) Analise histopatologica de timo de animais
controle (100x) e infectados (200x) corados com HE. Em timo de animais controle observa-se as regides cortical (c)
e medular (m) com delimitagdo cortico-medular preservada, enquanto que no timo de animal infectado ha
desestruturagdo do microambiente timico caracterizada pela perda da delimitacdo cortico-medular. As fotografias
sdo referentes a um tnico experimento, porém representativas de todos.
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4.8.2 Indice timico e analise histolégica C57BL/6 knockout para IFN —y
O grupo de animais knockout (KO) para IFN-y e infectados com o Plasmodium
apresentou significativa atrofia timica quando comparado ao grupo controle (Figura 11A),

indicando que o IFN-y ndo exerce influéncia direta sobre o processo da atrofia timica.
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Figura 11. (A) Indice timico de animais C57BL/6 KO para IFN-y controle ¢ infectados com P. berghei.
Nota-se redug@o do peso relativo do timo em animais infectados quando comparado ao grupo controle. Resultados
expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por grupo. *p<0,05. (B) Andlise histopatologica de timo de
animais controle e infectados corados com HE. Em timo de animais controle observa-se as regides cortical (c) e
medular (m) com delimitacdo cortico-medular preservadas, enquanto que no timo de animal infectado ha
desestruturagdo do microambiente timico caracterizada pela perda da delimitacdo cortico-medular. Magnitude
200X.As fotografias sdo referentes a um unico experimento, porém representativas de todos.

4.8.3 Indice timico e analise histolégica C57BL/6 knockout para TNFR-1

Na auséncia do receptor de TNF, o camundongo apresenta redug¢do do indice timico
quando comparado ao grupo controle C57BL/6 “wild type”. Contudo, quando infectados pelo
Plasmodium o grupo KO para TNFR1 apresentou reducdo do peso timico relativo e

estatisticamente significativo quando comparado ao seu grupo controle (Figura 12A).
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A andlise histopatologica do timo de animais KO para TNFRI1 revelou que
fisiologicamente o timo destes animais apresenta reducdo da regido medular, com precdria
delimitacdo cortico-medular. Em timo de camundongos KO para TNFR1 infectados com o
parasita houve manutencdo do microambiente timico com delimita¢do cortico-medular mesmo
apresentando indice timico reduzido. Ainda, foi possivel observar que, em timo de animais

infectados ha formacao de granulomas e corpos apoptoéticos (Figura 12B).
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Figura 12. (A) Indice timico de animais C57BL/6 KO para TNFR controle e infectados com P.berghei.
Nota-se reducio do peso relativo do timo em animais infectados quando comparado ao grupo controle. Resultados
expressos em média £ SEM de cinco animais diferentes por grupo. **p<0,01. (B) Anédlise histopatoldgica de timo de
animais controle e infectados corados com HE. Nota-se manutencio das regides cortical (c) e medular (m) no timo
de animais controle e infectados, contudo o timo de animais infectados apresentam corpos apoptdticos no estroma.
Magnitude 200X. As fotografias sdo referentes a um tnico experimento, porém representativas de todos.

Os mecanismos que compreendem o processo da apoptose sao extremamente complexos
e sofisticados, envolvendo eventos moleculares em cascata com gasto energético. Existem duas
vias principais: a extrinseca, ou via dos receptores de morte, € a intrinseca, ou via mitocondrial.

Existe outra via adicional que envolve a citotoxidade de linfécitos T dependente da liberagcdo de
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granulos de granzima e perforina que provocam a morte da célula. As vias extrinseca, intrinseca
e da granzima-B convergem na mesma molécula terminal ou via de execucdo. Esta via € iniciada
pela clivagem da caspase-3 que resulta, dentre outros eventos, na (i) fragmentacdo do DNA, (ii)
degradacdo do citoesqueleto e proteinas nucleares, (iii) cross-linking de proteinas e (iiii)
formacdo de corpos apoptdticos. A via da granzima A ativa em paralelo, uma via caspase-
independente de morte através da clivagem de DNA simples fita. Diante dos dados que
comprovam a morte prematura dos timoécitos no modelo experimental de atrofia timica na

infeccdo maldrica, foi investigada a expressdo de genes pré-apoptéticos neste modelo.

4.9. Analise da expressao de genes pro-apoptoticos

Para avaliar a(s) via(s) de ativacdo relacionada(s) ao processo de morte celular dos
timdcitos no modelo de infec¢do pelo Plasmodium, foi analisada, por PCR em tempo real (RT-
gPCR), a expressio de nove genes pré-apoptoticos, a saber: PGRP, TNFR1 e TNFRS
(reguladores da via extrinseca) e Casp7,Casp9, Gzma, Gzmb, SGPL-1 e GADD45 ( reguladores
da via intrinseca).

A expressdo de genes pré-apoptdticos no timo de animais infectados pela maldria
apresentou-se relacionado ao desenvolvimento da atrofia timica. Foi observado que apds 14 dias
de infec¢do a expressao de todos os genes estd muito reduzida em relacdo ao grupo controle e

aos demais periodos de infec¢do (Figura 13).
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Figura 13. Expressdo de genes pré-apoptéticos no timo de camundongos infectados pelo Plasmodium
berghei NK65 por meio de PCR em tempo real. PGRP indica proteina de reconhecimento de peptidioglicanos,
TNFRI1:membro da superfamilia de receptor do fator de necrose tumoral 1A; TNF5: membro da superfamilia de
receptor do fator de necrose tumoral 5, Gzma: granzima A; Gzmb: granzima B;SGPL: sfingosina fosfato liase 1;
Gadd45: indutor de dano ao DNA 45 gamma; Casp9: caspase 9 e Casp 7: caspase 7 .Resultados expressos em média
+ SEM de cinco animais diferentes por grupo. **p<0,001; ***p<0,0001.

Nos genes da via extrinseca houve aumento da expressao do gene TNFRS5 ap6s 5 dias de
infecc¢do, enquanto que o gene PGRP apresentou aumento da expressdao somente no décimo dia
pos-infecgdao. O gene TNFR1 ndo apresentou aumento de expressdo quando comparado ao grupo
controle e, ainda, sua expressao foi reduzida drasticamente até o décimo quarto dia de infec¢ao.

A expressdo do gene para Gzma e para Casp7apresentou aumento no inicio da infecgo.

Os genes para Casp9, GADD45, SGPL ndo apresentaram aumento de expressao no timo de
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camundongos infectados quando comparados ao grupo controle. J4 a expressao de SGPL foi
reduzida significantemente no timo de animais infectados em comparacao ao grupo controle.

Em nosso modelo experimental, os timdcitos apresentaram alta taxa de apoptose.
Entretanto, o nimero relativo e absoluto de timdcitos ausentes no timo de animais infectados nao
€ justificado pelo valor total de timdcitos Anexina-V positivos. Diante deste dado, a hipdtese de
que uma emigracdo precoce das células do timo para 6rgdos linféides secundarios também
poderia ser responsdvel pela severa atrofia observada durante a infec¢ao pelo Plasmodium nédo
pode ser descartada. Levando-se em consideracdo que neste tipo de infec¢do o parasita se aloja
inicialmente no figado, que a inoculagdo experimental do parasita se da pela via intraperitoneal e
ainda que, resultados anteriores de nosso laboratério ndo demonstraram a presenca do parasita no

baco, possiveis alteracdes nos linfonodos mesentéricos foram avaliadas.

40



4.10 Analise histolégica dos linfonodos mesentéricos (MLNs)

Linfonodos mesentéricos de camundongos controle apresentaram estrutura histoldgica
conforme o esperado. E possivel observar que o linfonodo do animal controle apresenta seu
parénquima com grande nimero de células, com as regides cortical, para cortical (ou cortical
profunda) e medular bem definidas, além da presenca de foliculos linfaticos (centro de linf6citos
B) inalterados. Em contrapartida, no linfonodo de animais infectados pelo Plasmodium foi
observado um parénquima esparso, com presenca de granulomas e corpos apoptéticos, além de
regido cortical superficial difusa com presenca de regides claras no interior do nédulo. As
regides claras no interior do nédulo (ocupadas por macréfago) sdo somente observadas em
linfonodos previamente ativados por antigeno, indicando que o linfonodo desenvolveu uma

resposta imune contra o Plasmodium (Figura 14).

Controle Infectado

Figura 14. Andlise histopatolégica do linfonodo mesentérico de animais BALB/c controle e infectados
com Plasmodium berghei NK65 corados com HE. Magnitude 100X. No linfonodo mesentérico de animais
infectados ha perda celular bem como formacao de estruturas de resposta antigénica nos foliculos linféides (seta) e
granulomas, enquanto que o linfonodo de animais controle apresentou histologia sem alteracdes. As fotografias sdo
referentes a um tnico experimento, porém representativas de todos.

A celularidade reduzida no MLN de animais infectados observada na anélise histolégica é
sugestiva da presenca de apoptose durante a infec¢do maldrica e, também, que as subpopulagdes
linfocitarias sofrem alteragdes em sua frequéncia no 6rgdo. Assim, sabendo que alteracdes

timicas modificam o padrdo de migracdo dos timdcitos e que os 6rgaos linféides secundarios
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refletem essas alteracdes, avaliamos os linfonodos mesentéricos de animais controle e infectados

pela maléria.

4.11. Analise da expressao de Anexina-V e subpopulacoées linfocitarias no linfonodo
mesentérico

4.11.1 Analise de células Anexina-V positivas no linfonodo mesentérico

A andlise por citometria de fluxo de linfécitos totais presentes no linfonodo mesentérico
(MLN), e caracterizados pelo marcador CD3" revelou que animais infectados apresentam
reducdo significativa de linfécitos quando comparados ao grupo controle (Figura 15A), e que

esta reducdo € justificada pelo aumento de linfécitos Anexina-V positivos (Figura 15B).
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Figura 15: Andlise da expressdo de Anexina-V em linfécitos T por citometria de fluxo. (A) Numero
absoluto de linfécitos TCD3*. Houve redugio no nimero de linfécitos no linfonodo mesentérico de animais
infectados em relacdo ao grupo controle. Resultados expressos em média + SEM de cinco animais diferentes por
grupo.*p<0,05. (B) Porcentagem de linfécitos TCD3" que expressam Anexina-V e lodeto de Propidio (PI). No
linfonodo de animais infetados observa-se aumento de 5% de células Anexina-V positivas em relagdo ao grupo
controle, indicando aumento de morte celular por apoptose em timo de animais infectados pelo Plasmodium berghei.
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4.11.2 Analise das subpopulacoes linfocitarias no linfonodo mesentérico

A frequéncia das subpopulacdes linfocitdrias no MLN foi analisada por citometria de
fluxo.No MLN de animais infectados, as frequéncias de linfécitos apresentaram significativas
alteracdes quando comparadas ao grupo controle. Em camundongos infectados houve aumento
significativo na frequéncia de DP de DN (Figura 16A). Ainda, foi observada reducdo

significativa do niimero de linfécitos TCD4" seguido pelo aumento de TCD8" (Figura 16B).
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Figura 16: Andlise das subpopulag¢des linfocitdrias no linfonodo mesentérico de animais controle e
infectados por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de células. E possivel observar aumento na porcentagem de
linfécitos DN e DP, acompanhados pela redugfio na porcentagem de linfécitos simples positivos CD4" e CD8" no
linfonodos mesentéricos de animais infectados em relacio aos controles. (B) Subpopulacdes de timdcitos de animais
controle e infectados em nimero absoluto. Nota-se em animais infectados pelo Plasmodium aumento significativo
no ndmero de linfécitos DN, DP e CD8", enquanto que ndo houve altera¢do no nimero de linfécitos CD4" (DN:
CD4'CDS’, DP: CD4"CD8", CD4: CD4"CDS8", CD8: CD4 CD8"). Resultados expressos em média + SEM de cinco
animais diferentes por grupo.*p<0,05; **p<0,01e ***p<0.001.
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5. DISCUSSAO

A manutengdo do microambiente timico € essencial para o desenvolvimento dos
linfécitos T. Para que os precursores provenientes da medula 6ssea amadurecam em linfécitos T
simples positivos (SP), CD4" ou CDS8", é necessdrio que as células imaturas transitem pelas
regidoes cortical e medular recebendo estimulos e sinais que promovem sua diferenciagdo.
Também, a manutencao da arquitetura timica € crucial para que ocorram os eventos de selecdao
positiva e selecdo negativa que garantem a exportacdo de linfocitos T funcionais e tolerantes aos
antigenos proprios para a periferia do sistema imune (ANDERSON, 2007;
TAKAHAMA,2006;CIOFANI & ZUNINGA, 2007; PETRIE & ZUNINGA, 2007,VICENTE et
al.,2010).

Embora o timo seja o unico 6rgdo responsdvel pela geracdo de células T, ele ndo € um
orgao protegido de distirbios do sistema fisioldgico. A literatura apresenta diferentes trabalhos
relatando que o timo € um 6rgdo alvo em infec¢des virais, bacterianas, fingicas, helminticas e
por protozodrios, bem como frente a alteracdes metabodlicas através da diabetes experimental
induzida por Aloxana. (VERINAUD, et al. ; 1998;BRITO, et al. , 2003;SOUTO, et al.,
2003;NAGIB, et al., 2010;SEIXAS & OSTLER, 2005;SAVINO, 2006). Durante estas infec¢oes
€ observado profundo acometimento timico caracterizado pela reduciao do peso relativo (atrofia)
do 6rgdo acompanhada pela perda da delimitagdo cortico-medular e aparente perda da por¢do
cortical do timo (revisado por SAVINO, 2006;SAVINO, et al. ,1986;SODORA, et al. ,
2002;BRITO, et al. ,2003;SOUTO, et al. ,2003;SEIXAS & OSTLER, et al. ,2005;COTA-DE-
ALMEIDA, et al. ,2003)

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que na infeccao letal pelo Plasmodium berghei

NK 65 o timo também € um 6rgao alvo. Apds quatorze dias de infecc¢do, que coincide com o pico
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de parasitemia, é observada profunda atrofia timica acompanhada pela intensa desorganizagdo
estrutural caracterizada pela perda da delimitacdo cortico-medular. Ainda, o parasita foi
encontrado no estroma timico. (ANDRADE, et al., 2008).

No presente trabalho, o estudo cinético do comprometimento timico durante a infec¢do
maldrica revelou que ocorre redugdo progressiva do peso relativo do 6rgdo. A partir do quinto
dia pds-infeccdo, e em paralelo ao aumento da parasitemia, o timo tem seu tamanho reduzido
gradualmente. O menor tamanho relativo do timo foi observado no pico da parasitemia (40% de
hemdcias parasitadas, no décimo quarto dia pds-infec¢ao). Contudo, houve comprometimento da
arquitetura timica somente a partir do décimo dia pds-infec¢do, quando houve inicio da reducao
da porc¢ao cortical dos lobos timicos.

A atrofia timica estd diretamente relacionada ao aumento da parasitemia também na
infeccdo por 7. cruzi. Nesta infec¢do a reducdo do peso relativo do timo ocorre em paralelo com
a progressao da doenga sugerindo que as alteracdes timicas ocorrem em decorréncia da acdo do
parasita no 6rgdo (PEREZ, et al, 2007). Na infec¢do maldrica, o parasita é encontrado no
estroma timico apds 14 dias de infeccdo, entretanto, os mecanismos pelos quais o Plasmodium
chega ao timo e provoca as alteragdes timicas observadas nesta infeccdo ainda ndo sdo
conhecidos.

Em face da natureza dinamica do timo, € provavel que a presenca do Plasmodium no
6rgao interfira nos processos de selecdo positiva e/ou negativa, resultando na morte prematura e
excessiva dos timdcitos. De fato, observamos aumento no nimero de células apoptéticas no timo
de camundongos infectados pelo Plasmodium. Este resultado é bem plausivel uma vez que os

timdcitos passam pelos processos de selecdo positiva e negativa constantemente € ambos 0s
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processos envolvem a apoptose. Desta maneira, € possivel que o aumento da apoptose seja a
causa da deplecdo de linfécitos no timo de camundongos infectados.

Na infec¢dao maldrica ndo letal pelo Plasmodium chabaudi chabaudi (AS), foi observado
deplecdo das subpopulagdes simples positivas CD4" e CD8" (SEIXAS &OSTLER, 2005).
Enquanto que, em nosso modelo experimental letal, observamos também a profunda perda de
células imaturas DP, sugerindo que o comprometimento das subpopulacdes imaturas estd
relacionado a severidade da doenca. Como a infec¢do pelo Plasmodium berghei NK65 € letal, o
camundongo ndo consegue eliminar a infec¢do e morre em decorréncia da alta parasitemia. Nao
€ claro se, em um modelo nao letal de infec¢do, o timo € capaz de reverter a atrofia apds a
eliminagdo do parasita. Para tanto, estdo sendo conduzidos experimentos em nosso laboratério
utilizando doses menores de indculo e também desenvolvendo outra patologia
concomitantemente a infec¢do maldrica a fim de desenvolver uma infeccao nao letal.

Em diversas infec¢des, como por exemplo, doencas virais como a AIDS (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) (SAVINO,et al,1986;SODORA, et al.,2002;DOUEK, et
al.,2001;NAPOLITANO, et.al.,2002) e a raiva (MARKOVISTZ, et al.,1994;CARDENAS-
PALOMO, et al.,1995;LAFON, et al.,1994) infeccdes bacterianas experimentais, como
turalemia (ITO, et al.,1985;CHEN, et al.,2005;WATISON, er al,1984) e listeriose (WATSON, et
al.,1984), doengas causadas por parasitas, incluindo o 7. cruzi(SAVINO, et al.,1989;LEITE DE
MORAES, et al,1995;LEITE DE MORAES, et al.,1992;HENRIQUE PONS et
al.,2004;MUCCI, et al.,2002), Plasmodium chabaudi (SEIXAS&OSTLER, 2005), Schistosoma
mansoni (WELLHAUSEN&BOROS,1982;SAVINO, et al,1982;SAVINO, et al.,1990) e
Trichinella spiralis (LJUNGSTROM & HULDT,1977) e infec¢des fungicas experimentais,

como Paracoccidioides brasiliensis (BRITO, et al.,2002;SOUTO, et al.,2003) e Histoplasma
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capsulatum(WATSON, et al.,1983), a reducdo da regido cortical corresponde a numerosa
apoptose de timdcitos corticais. Em alguns casos, a perda de timdcitos € tdo grande que a regido
cortical dos 16bulos timicos praticamente desaparece em consequéncia da deplecdo de timdcitos
duplo positivo, CD4" e CD8" (revisado por SAVINO, 2006).

Em nosso modelo experimental, o aumento de células apoptéticas ndo se limitou somente
a regido cortical. Corpos apoptdticos na regido medular também foram observados, indicando
aumento no processo de apoptose independente da subpopulacgdo linfocitéria.

Os mecanismos patoldgicos pelos quais a infec¢cdo maldrica aumenta a apoptose no timo
requerem mais investigacdes. Entretanto, € provavel que o aumento de estimulos apoptéticos
esteja associado a “condi¢do geral de estresse” das infec¢des agudas (OYA, et al., 2000;
SRICHAIKUL, et al., 1967), que pode contribuir para a imunodeficiéncia e desregulacdo da
resposta imune, e ainda a anemia caracteristica da maldria (McDEVITT, et al., 2004; SALMON,
et al., 1997, WICKRAMASINGHE, et al., 1989).

Durante a infec¢do pelo Plasmodium ocorre secrecdo de citocinas pro e anti-inflamatdrias
pelas células do hospedeiro a fim de controlar a parasitemia e também, eliminar o parasita
(TAYLOR-ROBINSON,1995; WINKLER,S, et al, 1998). Todavia, as citocinas pro-
inflamatorias estdo fortemente relacionadas ao desenvolvimento das patologias que caracterizam
a infeccdo maldrica (ELLOSO, et al., 1994,GOODIER, et al., 1995;SEIXAS & LANGHORNE,
1999;VAN DER HEYDE, et al., 1995).

As citocinas também estdo envolvidas na atrofia timica. Citocinas pré-inflamatorias (IL-
1, IL-6, TNF e IFN) sdo sabidamente produzidas em resposta a uma infec¢do sist€émica ou injuria
e contribuem para a involugdo timica na patologia. No timo, o TNF apresenta fun¢do indutora de

apoptose dos timécitos (HERNANDEZ-CASELLES & STUTMAN, 1993). No presente estudo,
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o aumento gradativo da concentracdo de TNF-alfa, concomitante com o desenvolvimento da
infeccdo maldrica e atrofia timica, aponta a participagdo desta citocina na morte dos timdcitos.
Ainda, quando infectados pelo Plasmodium berghei , embora tenham apresentado timo atréfico,
os animais TNFR1”" ndo apresentaram alteragdes na estrutura timica, mantendo as regides
cortical e medular, indicando que a apoptose nos timécitos pode ser ativada pelo receptor de
morte TNFR1 e seu ligante TNF-alfa. A este respeito, a literatura relata que o TNF-alfa é
secretado na atrofia timica induzida por bactérias Gram positivas e Gram negativas, podendo ser
o fator indutor da morte de timoécitos (WANG, et al., 1994;ZHANG, et al., 1993). O TNF-
alfa desempenha um papel muito importante e, provavelmente critico, a0 mediar a apoptose de
timécitos CD4*/CD8" via AMP ciclico (GUEVARA, et al., 2000). Também foi demonstrado que
a administracdo de anticorpos anti-TNF € capaz de inibir, quase que completamente, a atrofia
timica induzida por micobactérias (OSEKI, et al., 1997). Ainda, a linfotoxina (anteriormente
conhecida como Fator de Necrose Tumoral-beta) inibe a diferenciacdo intratimica de células T, a
atrofia timica e a morte de timdcitos CD4"/ CD8" (KUSUMLI, et al., 1992). Contudo, é provavél
que a atrofia timica seja dependente de outros fatores além do TNF uma vez que, na infec¢do por
T.cruzi foi observada a involugdo do timo em camundongos KO para TNFR1 (PEREZ.et
al.,2007) e também apds a administracdo de anticorpos anti-TNF (ROGGERO, et al.,2004).

Em conjunto, os dados da andlise de animais TNFR1™ infectados pelo P.berghei sugerem
que a apoptose observada no timo € ativada principalmente pela via TNF-alfa/TNFR, mas que a
redugdo no peso relativo do timo € dependente também de outra(s) via(s).

Aparentemente, a atrofia timica bem como a desorganiz¢do da estrutura do timo na
infeccdo maldrica ndo € provocada por INF-gama. Nossos resultados mostram que a

concentracdo sérica de INF-gama aumenta somente no inicio da infeccao pelo Plasmodium. O
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aumento na concentragdo das citocinas durante a infec¢do por Plasmodium sp ocorre sempre no
inicio da infeccdo a fim de eliminar o parasita rapidamente, antes mesmo do inicio da resposta
imune adaptativa (STEVENSON & URBAN, 2006). Outra evidencia que isenta esta citocina na
inducgdo da atrofia timica foi o resultado obtido com os animais KO (do inglés, knockout) para o
receptor de IFN-gama. Estes animais apresentaram atrofia timica, bem como comprometimento
das regides cortical e medular, semelhante ao camundongo “selvagem”. Todavia, a literatura
demonstra que a participacdo do IFN-gama na apoptose dos timdcitos pode ocorrer de forma
indireta, através da regulacdo dos niveis de TNF-alfa (HUANG.,et al.,2009). Desta maneira, é
possivel sugerir que o aumento da concentracao de IFN-gama no inicio da infec¢io ocorra para
eliminar o parasita. Mas, com o agravamento da infec¢do e envolvimento de macréfagos que
produzem o TNF-alfa, os niveis séricos de IFN-gama sdo reduzidos e mantidos assim para
estimular os macréfagos e ndo mais para a eliminacao do parasita.

No timo, o IFN-gama apresenta importante papel regulador do microambiente timico. O
IFN-gama produzido no timo pelas células TCD4" estimula a expressio de moléculas do
complexo maior de histocompatibilidade classe 1 e 2 (DEFRESNE, ef al.,1990) além de interferir
na sintese de elementos de matriz extracelular no timo.

O IFN-gama apresenta efeito inversamente proporcional sobre a expressdo de elementos
de matriz extracelular no timo. Quando em baixas concentracdes, o IFN-gama aumenta a
expressdo de MEC enquanto que em altos niveis, a expressao de MEC € reduzida (LANNES-
VIEIRA et al.,1990).Também, Lagrota-Candido e colaboradores observaram que em baixas
concentracdes de IFN-gama ocorre aumento de expressiao de fibronectina, laminina e coldgeno
IV bem como de seus receptores expressos nas células epiteliais timicas e também nas TNCs.O

aumento na expressao dos MEC nos TNCs (do inglé€s Thymic nurse cells) promovem a liberacao
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espontanea de timdcitos (VILLA-VERDE,et al.,1995;LAGROTA-CANDIDO, et al.,1996).Cotta-
de-Almeida e colaboradores, 1997 relataram que quando quando isoladas de camundongos
infectados com T.cruzi, as TNCs apresentam aumento da expressdao de coldgeno tipo IV,
laminina e fibronectina, e na liberacdo de timdcitos do complexo TNC, sugerindo uma
aceleracdo na migracdo dos timdcitos. Em conjunto, estes dados sugerem que o aumento da
concentracdo de IFN-gama no inicio da infeccdo maldrica promove a maior expressdo de
elemenos de matriz extracelular no timo e, consequente alteracdo na migragdo dos timdcitos.

O processo de apoptose pode ser ativado pelas vias intrinseca e extrinseca. A ativacdo da
via extrinseca é dependente da sinalizagdo de receptores de morte, Fas-L. e TNF-R, ap6s o
contato de seus ligantes Fas e TNF-alfa respectivamente. Ja a via intrinseca, € ativada através de
danos celulares que estimulam a liberacdo do citocromo c¢ pela mitocondria (FEIG & PETER,
2007).

No timo de camundongos infectados com o Plasmodium, houve aumento na expressao
génica de proteinas associadas a via extrinseca como proteina de reconhecimento de
peptidioglicano (PGRP) que ndo apresenta efeito citotoxico per si, mas quando forma um
complexo estdvel com proteinas heat shock 70 (Hsp 70) sdo capazes de induzir a morte celular
em linhagens tumorais (SASHCHENKO, ez al.,2004). Ainda, a expressdo de genes relacionados
ao TNFR também € aumentada. Os receptores de TNF fazem parte da via extrinseca de ativacao
da apoptose, e sdo também conhecidos como receptores de morte uma vez que apds a ligacao do
TNF-alfa uma via de sinalizag@o, que ativa as caspases, € iniciada.

A expressdo de genes que codificam para dois componentes da via intrinseca de inducado
de apoptose, a granzima A e a granzima B, também foi aumentada na infeccao pelo Plasmodium

berghei. A agdo combinada destas moléculas ativa a apoptose em células alvos. A granzima-A
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medeia a apoptose induzida através da ativacdo da caspase 3, e talvez aumento na sinalizacdo de
Bcl-2 (YAMADAet al.,2003). Ja a granzima B parece ativar a apoptose através do
direcionamento de molécula pré-apoptética Bid, para a membrana mitocondrial favorecendo a
liberacao do citocromo ¢ (IDA, et al.,2003).

Os dados apresentados neste trabalho apontam que a apoptose dos timdcitos durante a
infeccdo maldria € um processo multifatorial envolvendo as cascatas de sinalizagdo das vias
extrinseca e intrinseca para a ativa¢do da morte celular programada.

H4 evidéncias de que a emigracdo timica ocorre como resultado de um processo de varias
etapas comecando com a localizag¢do de células T imaturas na medula timica e terminando com a
saida dos timdcitos da medula para o sangue através das vénulas endoteliais (Petrie, 2003).

A interacdo dos timdcitos em desenvolvimento com os elementos de matriz extracelular
promove a adesdo dos timdcitos ao estroma timico. Esta adesdo € necessdria para que sejam
ativadas cascatas de sinaliza¢do essenciais para a maturagdo dos linfécitos T (SAVINO, et al.,
2004). Os precursores de linfocitos T entram no timo pela delimitag@o cortico-medular e migram
para a regido subcapsular guiados pelo gradiente de concentracdo de quimiocinas (quimiotaxia) e
pela interacdo timdcito-células estromais. Neste estdgio, os timdcitos apresentam fenétipo DP e
migram através do cortex, onde adquirem fenétipo SP, em dire¢do a regido medular. Na medula
sdo encontrados timdcitos SP maduros capazes de reconhecer antigenos na periferia do sistema
imune. O linfécito SP volta entdo para a delimitacio cortico-medular e emigram para a periferia
do sistema imune pelas veias de endotélio alto. Desta maneira, a conservacdo dos
microambientes timicos € estritamente necessdria para que os timodcitos se diferenciem

corretamente.
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Anteriormente, Gameiro e colaboradores (2009) demonstraram que a atrofia timica
observada na infeccdo pelo Plasmodium berghei é acompanhada por severas alteracdes no
microambiente timico. Estas alteragdes incluem aumento na deposi¢do de elementos de matriz
extracelular (fibronectina e laminina), reducdo na expressdo de receptores de integrinas e
aumento na concentragdo das quimiocinas CXCL12 e CXCR4 acompanhada por redugdo na
expressdo de seus receptores CCL25 e CCRY, respectivamente. Portanto, € altamente plausivel
se supor que estas alteracOes, associadas a profunda desorganizacdo estrutural do timo
comprometam o padrdo de migracdo intra-timico de timdcitos, com consequente efeito sobre o
processo de emigracao de células timicas.

Diante destes dados questionamos se a profunda atrofia timica observada na infec¢do
maldrica € também em decorréncia da modificacdo no mecanismo de emigra¢cdo de linfdcitos,
que pode culminar na exportacdo de células imaturas para a periferia.

Em estudo anterior nosso grupo relatou que no baco de animais infectados pelo
Plasmodium berghei ocorre aumento no nimero de células DN, CD4" e CD8", mas nio foram
encontradas alteracdes na quantidade de linfécitos DP (GAMEIRO, et al.,2009). J4 a andlise,
neste trabalho, dos linfonodos mesentéricos de camundongos infectados pelo Plasmodium
revelou intenso aumento de timdcitos imaturos DP e DN. Embora este dado revele a emigracdo
prematura dos linfécitos nao sao claros os mecanismos que envolvem este processo.

Alteragdes no padrdao de migragdo dos timdcitos também foi observada na infec¢do por T’
cruzi. Na fase aguda desta infeccao, foi observado grande aumento de linfcitos DP no bago dos
animais infectados. Ainda, os linfécitos DP aparentaram entrar mais rdpido na circulagdo que as
demais subpopulacdes, alterando assim a sua frequéncia na periferia do sistema imune (COTTA-

DE-ALMEIDA et al.,2003).
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A resposta imune contra a malaria envolve elementos da imunidade inata e adquirida. A
literatura € vasta em apontar o papel de linfécitos T CD4" e da citotoxicidade dos linfécitos T
CD8" na imunidade a maldria (URBAN, et al.,2005). As células T CD4" agem diretamente sobre
os linfécitos B estimulando a resposta imune humoral e induzem a ag¢do citotéxica dos linfdcitos
T CD8" de forma indireta, através da producgio de citocinas, inibindo o desenvolvimento do
estdgio hepatico dos parasitas. As células T CD8" sdo capazes de inibir o desenvolvimento do
estdgio hepatico do Plasmodium spp, prevenindo a entrada destes nos eritrocitos (ZAVALA, et
al.,2003).

Nos linfonodos mesentéricos de camundongos infectados pelo Plasmodium berghei
houve reducdo no nimero de linfécitos CD4". Este dado pode ser explicado pela morte e/ou
reducdo da producdo de células CD4" e, certamente, comprometimento da resposta imune do
hospedeiro contra o parasita. Quanto aos linfécitos CD8", principais células na resposta imune
adquirida contra a maldria, o aumento no baco e no MLN sugere que devido a infeccao
parasitdria ocorre aumento da atividade mitdtica local e da migracdo destas células de outros
orgdos para os linfonodos a fim de eliminar o parasita e controlar a parasitemia. Outra
possibilidade € o aumento da producdo e exportacdo de células citotoxicas pelo timo.

Embora tenha ocorrido aumento das populacdes DN, DP e CD8" observamos reducdo no
nimero de linfécitos totais no linfonodo mesentérico de camundongos infectados. Esta queda da
populacdo linfocitdria € justificada pelo aumento na apoptose dos linfonodos, que provavelmente
corresponde 2 morte de linfécitos CD4 ™.

Na infec¢@o experimental por T.cruzi, os linfonodos mesentéricos apresentam profunda
atrofia em consequéncia do aumento de células apoptéticas no 6rgao através da sinalizagdo dos

receptores de morte TNFR1 e Fas-L. (DE MEIS, et al.,2006). Ainda, a literatura relata que os
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MLNSs contém uma populacdo diferente de células apresentadoras de antigenos e que as citocinas
secretadas no 6rgdo exibem um padrdo diferenciado em relacdo aos demais 6rgaos secundarios, o
que favorece o desenvolvimento de uma resposta imune especifica no linfonodo mesentérico
(TONKONOGY & SWAINT, 1993). Na periferia do sistema imune, a apoptose € controlada
pela abundancia de antigenos e citocinas como IL-2, em contraste, a auséncia do parasita e
privacdo de citocinas ativam a apoptose através da via de ativacdo da mitocOndria. Na infeccdo
por T.cruzi, a atrofia do MLN e apoptose dos linfécitos deste 6rgao estd associada a falha na
resposta imune contra o parasita (DE MEIS,et al.,2006). Desta forma, acreditamos que a
severidade da infeccdo maldrica é também devido aos distirbios celulares encontrados nos
linfonodos mesentéricos.

A andlise de linfécitos recém-emigrantes do timo no modelo de infeccdo pelo
Plasmodium berghei poderd fornecer informagdes importantes a respeito dos achados neste
trabalho. Para tanto, a avaliacdo da saida de células do timo através da determinacdo de células
CD4" e CD8" na periferia com fen6tipo naive (co-expressio das moléculas CD45RA e CD62L) e
da presenca de TRECs (do inglés, T-cell receptor excision circles (TRECs), estd sendo
conduzida em nosso laboratdrio.

As alteracdes nas subpopulacdes linfocitarias em consequéncia da atrofia timica induzida
pelo Plasmodium podem alterar a eficiéncia da resposta imune periférica, e, eventualmente
promover o desenvolvimento de doencas autoimunes. Nosso modelo de atrofia timica contribui
ndo s6 para o melhor entendimento da resposta imune contra a maldria como também para a

exploragdo dos mecanismos envolvidos na atrofia timica aguda.
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6.CONCLUSAO
A involugdo timica observada na infeccdo pelo Plasmodium berghei NK65 ¢é
consequéncia do aumento da morte celular induzida (apoptose) ativada pelas vias extrinseca e

intrinseca no timo e também da migracdo prematura dos timdcitos imaturos para os linfonodos

mesentéricos.
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Abstract

We have previously showed alterations in the thymus during experimental infection
with Plasmodium berghei, the causative agent of Malaria. Such alterations comprised
histological changes with loss of delimitation between cortical and medullar regions, a
profound atrophy with depletion of CD4°'CD8" double-positive (DP) thymocytes, and
severe changes in the expression of cell migration-related molecules, belonging to the
extracellular matrix and chemokine protein families.Taken together, these
considerations prompted us to evaluate if the acute thymic atrophy observed during
Plasmodium infection was correlated with increased apoptotic levels of thymocytes or
with their premature emigration to the periphery. Our results confirmed the marked
reduction of the thymus weight in infected animals that was accompanied by
histological alterations, which included a very large number of cells showing nuclear
condensation and karyorrhectic changes surrounded by histiocytes suggesting increased
levels of apoptosis. This was confirmed by immunohistochemistry and flow cytometry
techniques. In order to verify if an accelerated emigration of thymic cells to the
peripheral lymphoid organs was also occurring we analyzed the spleen and mesenteric
lymph nodes from control and infected mice. No significant differences were found in
the spleen, but were seen after 14 days of infection between control and infected mice in
the mesenteric lymph nodes. The main alteration was the presence of double negative
(CD4CDS") and double positive (CD4'CD8") cells. We concluded that both, apoptosis
of thymocytes and premature egress of immature cells take place during infection.
Additional studies will be necessary to verify how such alterations might influence the

systemic immune response to the parasite.
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Introduction

The thymus plays a primary role in supplying immunologically competent T cells to the
periphery by providing a microenvironment for differentiation and selection of T
lymphocytes (or thymocytes, while in the thymus) from lymphoid progenitors. This
microenvironment is mainly composed by a three-dimensionally (3D)-oriented network
of epithelial cells, macrophages, dendritic cells, fibroblasts and matrix molecules that
provide mechanical support and molecular stimuli for thymocyte differentiation,
selection of double-positive (DP) cells, and functional maturation of newly generated T
cells (Takahama, 2006; Ciofani & Zudiga-Pfliicker, 2007; Petrie & Zuiiga-Pfliicker,
2007). The successful development of mature T cells depends on the constant migration
of thymocytes through this thymic stromal compartment. So, in the absence of a
regularly structured and composed thymic microenvironment, the essential functions of
the thymus are severely altered and frequently preclude normal thymocyte development
to occur (Lind et al, 2001; Petrie, 2002; van Ewijk, 1999). Although its function
declines with age, the thymus remains indispensable to T-cell-repertoire reconstitution,
which ensures immune reactions in various situations until late adulthood (Shanker,
2004).

The thymus has long been known to be an organ that is vulnerable to atrophy when
exposed to a variety of stimuli, including many pathogens, such as Trypanosoma cruzi
(Savino et al, 1989; Leite-de-Moraes et al, 1992; Cotta-de-Almeida et al., 2003),
Human Immunodeficiency Virus (Savino et al., 1986; Sodora et al, 2002) and
Paracoccidioides brasiliensis (Brito et al., 2003, Souto et al., 2003). All these works
show that acute infection of mice is followed by strong thymic atrophy and deep

disorganization of thymic architecture (Savino, 2006).
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Previously, using a lethal murine malaria model of Plasmodium berghei, we have also
shown profound histological alterations and severe thymic atrophy with loss of DP
cells. In addition, the presence of parasites inside the thymus was detected for the first
time(Andrade ef al, 2008). In another study that used the same model, we have
demonstrated changes in the expression of extracellular matrix elements and chemokine
protein families in Plasmodium-infected animals (Gameiro et al., 2009). As these
molecules play a critical role in T cell maturation because they are involved in the
dynamic thymocyte migration within the thymus, it is reasonable to suppose that such
events may influence the process of intrathymic T cell differentiation, impairing the
normal development of T cells. As a consequence, an altered peripheral immune
response to the parasite can be expected due to a severe reduction of lymphocytes
and/or because of the presence of cells without fully functional immune competence in
blood and peripheral lymphoid tissues.

In the present study, we evaluate whether the acute thymic atrophy observed during
Plasmodium infection correlates with increased apoptotic levels of thymocytes or with

their premature egress from the thymus to the periphery.

Materials and Methods

Animals

Specific pathogen-free BALB/c male mice, 6-8 week-old, were purchased from
CEMIB/UNICAMP (Campinas, Sdo Paulo, Brazil) and housed in microisolator cages
with free access to water and food. All protocols were conducted in conformity with the
guidelines of the State University of Campinas” Committee on the Use and Care of

Animals.
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Infection of mice

Groups of five animals were intraperitoneally infected with 10° parasitized red blood
cells obtained from a source mouse or with saline (control groups). Parasitemia was
assessed daily by counting the number of infected erythrocytes in Giemsa-stained thin
blood films. At days 7 and 14 following infection, mice were sacrificed and their
thymuses and mesentheric lymph nodes collected and analyzed by histological methods,

cytofluorometry and/or immunohistochemistry.

Thymus and Mesenteric Lymph Nodes Histology

For microscopic histological evaluation, organs were collected and fixed in a solution
4% paraformoldehyde for 12 hours at 4°C. The specimens were submitted to
diafanization with xylene, dehydrated by graded ethanol, embedded in paraffin and cut
in 5-um-thick sections. Histologic changes were evaluated on sections stained with

hematoxylin and eosin (H&E).

Quantification of Relative Thymus Weight

For the analysis of relative thymus weight, body weight of the respective mice was
measured before thymi of control and infected mice were isolated by microsurgery. The
thymus gland was weighted and the thymic index (%) was calculated as: 100 x organ

weight (g) / body weight (g).

TUNEL staining of apoptotic cells
The distribution of apoptotic thymocytes in tissue sections of thymi from control and
infected mice was determined by the terminal deoxynucleotidyl transferase mediated

deoxyuridine triphosphate biotin nick end labeling (TUNEL) method. In brief, Sum
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sections were de-waxed, and rehydrated specimens were incubated in proteinase K (40
pg/ml) for one hour at 37°C, and were then treated with 3% H202 in methanol for 30
minutes at room temperature. After, the specimens were incubated with TdT and
digoxigenin (DIG)-dUTP for 1 h at 37°C. Anti-DIG peroxidase was added to the slides,
followed by incubation for 30 minutes at 37°C. Slides were stained with
diaminobenzine for 10 minutes and counterstained with haematoxylin. Controls for the
TUNEL procedure were handled in the same manner as the test samples except that the
TdT enzyme was omitted in the nucleotide mixture and was replaced with dH.O.
Apoptotic cells were identified by TUNEL in conjunction with characteristic
morphological changes, such as cell shrinkage, membrane blebbing, and chromatin
condensation, to distinguish apoptotic cells and apoptotic bodies from necrotic cells.
The latter were not considered apoptotic cells. In total, 500 cells were counted for each
specimen by using an ocular grid. The apoptotic body index (ABI) was performed by a
single observer (C.F.A.) blinded to the animal status, and defined as follows: apoptotic

body index (%)= 100 x apoptotic cells/total cells.

Annexin V and antibody staining

The analysis of surviving, dead and apoptotic cells was based on gating of cells by size
(side and forward scatter), plasma membrane integrity [propidium iodide (PI) staining]
and redistribution of plasma membrane phosphatidylserine (annexin V binding).
Briefly, 1 x 10° thymocytes were resuspended in 100 pl of buffer containing 10 mM
HEPES, pH 7.3, 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl2 and 1.8 mM CacCl2, and
incubated with 0.3 pg/ml of APC-conjugated annexin V and 5 pg/ml propidium iodide
(PI) for 15 min. After incubation, samples were diluted 4 times with buffer containing

1.8 mM CaCl2 and analyzed by flow cytometry. As a negative control for all annexin V
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staining procedures, cells were washed extensively in Ca**-free PBS and stained with

annexin V in the absence of Ca2*. To assess the phenotypic characteristics of the thymi,
cells were stained with anti-CD3mAb coupled to PeCy7, anti-CD8mAD coupled to PE,
and anti-CD4mAb coupled to FITC. All reagents were purchased from
Pharmingen/Becton Dickinson (San Diego, CA, USA). Fluorochrome-labeled isotype-
matched negative controls for the specific mAbs were also Pharmingen products. All
samples labeled with antibody were washed in staining buffer after 25 min on ice and

cells resuspended in 500 pl of staining buffer for flow cytometric analysis.

Flow cytometry

Thymus and mesenteric lymph nodes were dissected and mechanically disaggregated.
Single cell suspensions were obtained and red blood cells were removed by NH.CI lysis.
Cells were diluted in 10% BSA-phosphate-buffered saline and incubated with anti-FcyR
antibody (BD Biosciences) to block the binding of conjugated antibodies to FcyR. Cells
then were incubated with the proper antibodies as described above and samples were
acquired on a FACSAria® cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
Postacquisition analysis was performed using FlowJo software (Tree Star, San Carlos,
CA, USA). As presented in Results PI-positive cells were gated out of all profiles for

thymocytes. CD4" and CDS8" cell populations were analyzed by gating on CD3" cells.

Statistical Evaluation
Statistical evaluation of the results were made by unpaired Student’s ¢ and Kruskal-
Wallis tests. The GraphPad Instat software version 4.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA)

was used for these analysis. P values of less than 0.05 were considered significant.
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Results

BALB/c mice infected intraperitoneally with lethal murine malaria Plasmodium berghei
NK65 developed high levels of parasitemia, which peaked on day 14 after parasite
inoculation. One hundred percent mortality was observed at day 15 of infection (data
not shown).

Marked reduction of the thymus weight was verified (Figure 1). Thymic reduction was
progressive and reached its maximum value at 14 days post-infection, coinciding with
the parasitemia peak. Thymus atrophy did not begin until day 5, but the weights
decreased markedly after that.

Atrophy was accompanied by histological alterations in thymus architecture (Figure 2).
Histological changes of the thymus were not observed until after day 5 post-infection
(Figure 2B). On day 10, the thickness and the number of thymocytes in the peripheral
cortex of infected thymi were decreased (Figure 2C). On day 14, total loss of cortical-
medullar delimitation was observed when compared to the control mice and/or to the
infected mice on day 5 after infection (Figure 2D). Also, a very large number of cells
showing nuclear condensation and karyorrhectic changes surrounded by histiocytes
constituting a “starry-sky” pattern was observed. Since these alterations suggest the
occurrence of apoptosis, this kind of cell death was investigated by terminal
deoxynucleotidyltransferase (TdT)-mediated dUTP-biotin nick end labeling (TUNEL)
technique.

Analysis by TUNEL technique showed a strongly positive reaction in the thymus of
infected mice, indicating an augment of programmed cell death beginning at day 10
post- infection and peaking at day 14 (data not shown). The distribution of TUNEL-
positive cells in the cortical and medullar zones of the thymus was different between

control and infected animals. While in the control thymus TUNEL-positive cells were
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predominantly distributed in the cortical layer, in the infected thymus the majority of
apoptotic thymocytes in situ was detected at the inner region of the organ, which
corresponds to the medullar layer in controls (Figure 3A). Apoptotic cells were counted,
and an index was generated as the percentage of apoptotic cells compared with total
thymus cell number. This analysis showed that the apoptotic index significantly changes
between days 7 and 14 after infection (data not shown) and that infected thymus
presented increased apoptotic body index when compared with controls (Figure 3B).
Because TUNEL technique can potentially detect nonapoptotic cells, we also
investigated exposure of phosphatidylserine (PS) on outer membranes, which occurs
during an early phase of apoptosis. The percentage of PS-exposing cells was higher in
the Plasmodium-infected thymi than that observed in the control ones (Figure 4A).
Next, apoptosis induction was analyzed among phenotypically defined thymocyte
subsets, including CD4°CDS8" (double negative, DN), CD4°CD8" (double positive, DP),
CD4'CDS8 (single positive, CD4), and CD4'CD8" (single positive, CD8) subpopulations.
High DN and DP cells percentages and a low CDS8-positive cells percentage were
associated with infected thymi (Figure 4B). No change in the CD4-positive cells
percentage was observed.

Although the rate of apoptosis in the thymus from infected animals is much higher than
the controls, the hypothesis that a premature emigration of thymic cells to the peripheral
lymphoid organs may also account for the severe atrophy observed during Plasmodium
infection can not be ruled out. In order to address this issue, we analyzed the cells from
spleen and mesenteric lymph nodes on the basis of CD4 and CD8 immunophenotype.
Significant differences were seen after 14 days of infection between control and
infected mice in the mesenteric lymph nodes. Alterations were found in the cellularity

of mesenteric lymph nodes from Plasmodium-infected animals, which showed lower
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absolute T lymphocyte counts (Figure SA) and increased percentage of early apoptotic
cells (Figure 5B). Infected animals also presented an increase in the percentage and
absolute CD4'CD8" (DN) and CD4°CD8" (DP) T lymphocyte count, a decrease in the
percentage and absolute CD4" T lymphocyte count, and an increase in the absolute
CDS8" T lymphocyte count (although no significant difference was seen in the percentage
of these cells) (Figure 5C and 5D). No significant differences were found in the spleen

(data not presented).

Discussion

T cell development occurs through a sequence of events that begins with the
migration of bone marrow-derived lymphoid progenitors to the thymus and ending with
the emigration of immunocompetent TCD4" and TCD8" lymphocytes to the periphery
of the immune system. There is much literature demonstrating that the proper T cell
maturation depends on sequential interactions between lymphoid progenitors and
stromal cells found in distinct regions of the cortex and medulla (Anderson et al., 1996;
Ciofani & Zuiiga-Pfliicker, 2007). Although the molecular mechanisms that govern
intrathymic migration are poorly understood, it is already known that the maintenance
of intact thymic microenvironments is crucial for proper T cell generation (Anderson et
al., 2007; Petrie & Zuiiga-Pfliicker, 2007; Vicente et al., 2010; Savino et al., 2004).

Early studies have already disclosed that viruses, fungi, parasites, and bacterias
can affect the thymus direct or indirectly, harm the host immune response and contribute
to the pathogenicity of these microorganisms (Price et al., 1993; Sutton et al., 1994;
Alvarez et al., 1995; Ozeki et al., 1997; Islam et al., 1998). Acute thymic atrophy
observed during infections is accompanied by loss of the maintenance of thymic

microenvironment and abnormal development of thymocytes (Savino et al., 1986;
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Sodora et al., 2002; Brito et al., 2003; Souto et al., 2003; Savino, 2006; Seixas & Ostler,
2005; Cota-de-almeida et al., 2003; Andrade et al., 2008 ).

A previous report from our laboratory has shown that after 14 days of infection
parasites can be found inside the thymus and the organ presents a profound atrophy with
total loss of its architecture (Andrade et al., 2008). In the current study, we have shown
that the thymus undergoes a progressive involution that starts at around 5 days of
infection and peaks on day 14. In the experimental model presented here, the mice are
unable to resolve infection and succumbed with uncontrolled parasitemia. It is not clear
whether or not the thymus, in a non-lethal model, would be able to reverse the thymic
atrophy and restore its architecture. Experiments to address this question are currently in
progress in our laboratory.

Due to the dynamic nature of the thymus, it seemed possible that Plasmodium
infection was interfering with positive and/or negative selection processes, resulting in
aberrant apoptosis of thymocytes. In fact, the enhanced levels of thymocyte apoptosis
were correlated with severe thymic atrophy in Plasmodium-infected animals. This is
quite reasonable because the thymus is a very dynamic organ, with a continual turnover
of thymocytes undergoing positive and negative selection. Both of these processes
involve apoptosis. Thus, enhanced rates of thymocyte apoptosis without compensating
increases in thymocyte division would result in decreased numbers of thymocytes in an
infected thymus. In a non-lethal malaria model of Plasmodium chabaudi, Seixas and
Ostler (2005) have observed thymic atrophy with depletion of single-positive CD4" and
CD8" T cells. In our lethal malaria model, we have demonstrated reduction of all
thymocyte subpopulations. The mechanism by which Plasmodium infection leads to
enhanced levels of thymocyte apoptosis is still unclear. One possible explanation is that

a direct action of the parasite plays a role, since we have previously shown the presence
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of parasites inside the thymus. However, until now we have no result to support this
possibility.

If the involvement of Plasmodium is ruled out as a factor underlying increased
thymocyte apoptosis, then systemic factors, like cytokines, released during the immune
response against the parasite might be considered the cause. We are currently
investigating the involvement of the cytokine Interferon-gamma (INF-y) during
apoptosis induction of thymocytes in Plasmodium-infected mice. As expected, infected
animals present high INF-y serum levels. However, at around day 14 post-infection,
when the atrophy and apoptosis reach the maximun rate, these levels are comparable to
the non-infected control mice. Also, thymi of IFN-deficient mice when infected with
Plasmodium do not differ significantly from the wild-type mice or from the
experimental model presented here (data not shown). Although preliminary, these
results indicate that INF-y is not directly involved in apoptosis induction during
Plasmodium infection. Now we intend to test whether or not Tumor Necrose Factor-
alpha (TNF-a) is an autocrine mediafor critical for the activation of apoptosis in our
model since the initial acute phase of the blood infection is characterised by
proinflammatory mediators, particularly this cytokine.

As pointed out by Savino (2006), the mechanism of thymic atrophy in acute
infections might be different in distinct diseases. One possibility is associated with an
increase of serum glucocorticoid hormone levels in response to the infection, which can
trigger apoptosis in thymocytes (Savino, 2006, Perez et al., 2007). Additionally, it has
been suggested that tumor necrosis factor (TNF) also plays a role in the process of
thymic atrophy and thymocyte depletion in mice infected with 7. cruzi (Perez et al.,

2007) and F. tularensis (Chen et al., 2005).
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A model of homeostatic overexpression of TNF/LT cytokines using the genomic
human TNF/LT locus as a low copy number Tg was used to investigate the role of TNF
and LT (previously known as tumor necrosis factor-beta) in thymic development and
function. The expression of Tg TNF/LT gene products led to thymic atrophy,
suggesting that upregulation of LT and TNF might be responsible for thymic atrophy in
infections (Liepinsh et al, 2009).

There is evidence that thymic emigration occurs as a result of a multistep
process starting with the correct localization of mature T cells to the thymic medulla
and terminating with the movement of thymocytes from the medulla into the blood
through the endothelial venules (Petrie, 2003). Recently, we have also demonstrated
that the thymic atrophy observed in P. berghei-infected mice is accompanied by thymic
microenvironmental changes that comprise altered expression of thymocyte migration-
related molecules of the ECM and chemokine protein families (Gameiro et al., 2009). It
seems quite plausible to suppose that such changes, which included increased
expression of ECM components, but downregulation of surface expression of their
specific integrin-type receptors, and increased chemokines CXCL12 and CXCR4 levels
with decreased expression of their receptors (CCL25 and CCR9Y, respectively), must
alter the intrathymic thymocyte migration pattern.

We then raised the hypothesis that pronounced thymic atrophy is also caused by
a defect of thymocyte emigration process, which could be exporting immature cells to
the periphery.By using flow cytometric analysis, we have demonstrated the presence of
a consistent fraction of immature thymocytes (DN and DP) in mesenteric lymph nodes
of Plasmodium-infected mice. Although this result serves as evidence of premature
emigration of non-mature thymocytes the precise mechanism by which this process

occurs is unclear.
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Savino (2006) suggested that altered thymocyte migration could be responsible for
releasing potentially autoreactive cells in 7. cruzi infection. However, this hypothesis
has not been further investigated.

Although the precise mechanisms responsible for host protective immunity against
the parasite have not been fully elucidated, some experimental models have
demonstrated that T cells play a major role in protection against Plasmodium.
According to the literature, CD4" T cells stimulate CD8" T cell cytotoxic activity,
inhibiting the development of liver stages and preventing the infection of red blood cells
(Marsh & Kinyanjui, 2006; Schofield & Grau, 2005; Seixas & Ostler, 2005). In a
murine model of Plasmodium berghei NK 65 infection, the initial innate response to the
intraerythrocytic stages of malaria parasites engages CD4" Th, cells. This is illustrated
by detection of serum IgG and IFNy producing CD4" T cells (Fonseca et al., 2007).

Decreased CD4" T cell number was found in the MLN from Plasmodium
infected animals. This can be explained by the destruction and/or reduced production of
CD4" T cells and certainly decrease host ability to respond to parasite. Increased CD8"
T cell number was also observed in infected-MLN, and we believe that this can be
explained by peripheral expansion and/or redistribution of pre-existing cytotoxic T
cells; although increased thymic output must also be taken into account.

The study of recent thymic emigrants would provide valuable information and
help to explain the results presented here. However, the severe atrophy observed during
acute P. berghei infection generates a technical problem because injecting FITC into
this atrophic thymus is virtually impossible. So, evaluation of thymic output by
determination of CD4" and CDS8" cells with naive phenotype (coexpression of CD45RA
and CD62L) and determination of T-cell receptor excision circles (TRECs) have been

attempted in our laboratory. On the other hand, it is already known that the acute thymic

14

Page 14 of 27



involution resulting from infection is transient and the thymus quickly recovers when
the causative agent is eliminated. Our laboratory is now trying to develop a non-lethal
model of Plasmodium berghei NK65 infection to investigate the consequences of
thymic atrophy during a long period of time for the host immune response.

Currently, there are no treatments available to protect against acute thymic
atrophy or to accelerate recovery, thus leaving the immune system compromised during
infections.Our findings provide relevant information concerning the immune
involvement in malaria infection. Moreover, the murine model described here could be

useful for mechanist studies of acute thymic atrophy.
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Figure Legends

Figure 1: Changes of thymus weights in Plasmodium berghei-infected BALB/c mice.
Note significant differences between control and infected mice on days 7 and 14 p.i. (all

values in the figures are expressed as means + SE from 5 mice for each group).

*#%p<0.01 and ***p<0.005.

Figure 2: Representative histological changes in thymus after Plasmodium berghei
infection. Thymus of a control mouse (A) and of a mouse at 5 days after infection (B),
showing no histological changes. (C) Thymus of a mouse at 10 days after infection,
showing reduction of cortical thickness and the thymocyte numbers. (D) Thymus of a
mouse at 14 days after infection, showing total loss of cortical-medullary delimitation.

Magnification: x 100.

Figure 3: Evaluation of cortical and medullar apoptosis in thymus by TUNEL staining.
(A) Representative photographs of TUNEL-positive cells in control and Plasmodium-
infected mice after 14 days of infection are shown. The result reveals increased number
of TUNEL-positive cells in Plasmodium-infected animals mainly in the medullar area.
Magnification: x 100. (B) The data represent means + SE of 5 different mice per group,
expressed as the apoptotic body index (ABI) in the cortical and medullar areas.

##%5<().005.

Figure 4: Detection of apoptotic cells in thymus by Annexin V staining. (A)
Fluorescence cytograms (propidium fluorescence versus APC fluorescence). Results are
presented as the mean percentage of live cells (in the lower left quadrant), early
apoptotic cells (in the lower right quadrant), late apoptotic cells (in the upper right

quadrant) + SE (n = 5). Data shown refer to a single experiment, but is representative of
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all experiments. (B) Annexin V positivity in CD4/CD8-defined subpopulations
(DN:CD4CD8, DP:CD4°'CD8",CD4:CD4°CD8", CD8:CD4CD8") from control and
Plasmodium berghei-infected mice. Values expressed as means = SE for at least 5
different animals per group, with infected animals being sacrificed on day 14 post-

infection. **p<0.01 and ***p<0.005 versus control group.

Figure 5: Changes on CD4 and CD8 immunophenotype of the mesenteric lymph nodes
after Plasmodium berghei infection (14 days p.i.). (A) Decreased absolute T
lymphocyte count. (B) Increased percentage of early apoptotic cells. (C) and (D)
Increased percentage and absolute CD4'CD8 (DN) and CD4'CD8" (DP) T lymphocyte
count, decreased percentage and absolute CD4" T lymphocyte count, and increased

absolute CD8" T lymphocyte count. *p<0.05 and ****p<0.001 versus control group.
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	ABSTRACT
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