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RESUMO

O timo é o local de maturacdo dos linfécitos T que coordenam a resposta
imune apos o reconhecimento de antigenos; apesar disso, torna-se alvo em diversas
infecgoes. O P. brasiliensis, causador da paracoccidioidomicose, é capaz de invadir o
timo e induzir atrofia deste 0rgao em animais experimentais. Neste estudo, foi
analisada a influéncia da viruléncia fungica (cepas Pb18 e Pb265), da linhagem
murina (A/] e B10.A) e de citocinas pro-inflamatdrias (TNF e IFN-y) nesse
fenomeno. As leveduras da cepa virulenta Pbl8 persistiram no timo por um
periodo maior e induziram alteragdes histopatoldgicas mais intensas, embora o
isolado Pb265, de baixa viruléncia, também tenha causado atrofia. O padrao de
atrofia, caracterizado por perda de peso do 6rgao, aumento na taxa de apoptose e
perda de delimitagao corticomedular foi semelhante nas duas linhagens, contudo os
camundongos B10.A apresentaram também alteragdes quantitativas nas
subpopulagdes de timdcitos e linfocitos T esplénicos. A infeccdo fungica também
provocou a depressdao da resposta proliferativa frente a ConA de timocitos e
esplenocitos de camundongos B10.A por um periodo mais prolongado do que de
animais da linhagem A/]. Em ambas as linhagens, a infec¢do provocou aumento na
porcentagem de linfocitos T esplénicos de fenotipo CD4+CD8+. Houve reducao no
numero de células timicas positivas para TNF e IFN-y apds infeccao com o
P. brasiliensis. Utilizando-se camundongos deficientes para o receptor p55 de TNF
ou para a producao de IFN-y, verificou-se que o TNF medeia o aumento na
apoptose de timocitos pds-infeccao enquanto a perda de peso e da delimitagao
corticomedular sao desencadeadas pelo IFN-y. Nossos resultados indicam que a
atrofia timica observada na paracoccidioidomicose experimental envolve a
interacao de fatores relacionados ao fungo e ao hospedeiro, que podem influenciar

o curso da doenga.



SUMMARY

Thymus is the site of T cells maturation that orchestrates specific immune
response following antigen recognition. In spite of this, it can be a target during
many infectious diseases. Paracoccidioides brasiliensis, the etiological agent of
paracoccidioidomycosis, is able to invade the thymus inducing atrophy in
experimental models. In this study, it was analyzed the influence of fungal
virulence (Pb18 and Pb265 isolates)) murine strain (A/] e B10.A) and pro-
inflammatory cytokines (TNF e IFN-y) in this phenomenon. Yeasts from virulent
strain Pbl8 persisted for a larger period in the thymus and induced stronger
histopathological alterations, although poorly virulent Pb265 also has induced
thymic atrophy. The pattern of atrophy that embodied organ weight decreases,
increases in the apoptotic levels and the loss of corticomedullary delimitation was
similar in both strains. However, B10. A strain also presented quantitative changes
in the thymic and splenic T cell subpopulations. This strain showed a decreased
proliferative response of thymocytes and splenocytes to Concanavalin A for a larger
period than A/J strain, as well. Both strains had augmentation in the percentage of
splenic CD4+CD8+ T cells. There was reduction in the amount of cells positive to
TNF and IFN-y in the thymus after infection with P. brasiliensis. By using mice
deficient to production of IFN-y or to p55 receptor of TNF it was seen that the TNF
mediates the increase of apoptosis that takes place in the thymus after the infection,
whereas organ weight decreases and loss of corticomedullary delimitation are
performed by IFN-y. Our results suggest that thymic atrophy observed during
experimental paracoccidioidomycosis involves interaction of fungal and host

related factors and, most probably, influences the course of disease.
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1.1. Paracoccidioides brasiliensis

O Paracoccidioides brasiliensis, descrito por Lutz em 1908, é o agente
etiologico da paracoccidioidomicose. Esse fungo, anteriormente tido como um
deuteromiceto, foi realocado dentro do reino Fungi e classificado como pertencente
ao Filo Ascomycota, Ordem Onygenales, Familia Onygenaceae, através de
comparacao filogenética baseada nas seqiiéncias de RNA ribossomal (Leclerc et al.,
1994).

Nos tecidos do hospedeiro e em laboratdrio, quando incubado a 37°C, o P.
brasiliensis apresenta-se como levedura. As colonias sao moles e rugosas, de
coloragao creme, compostas por células ovais ou alongadas que variam de 4 a 30
um e possuem multiplos brotamentos. Se cultivado a temperatura ambiente, o P.
brasiliensis desenvolve-se sob a forma de colonias brancas, pequenas e de contornos
irregulares, cobertas por um curto micélio aéreo; esta é, provavelmente, a forma
como o fungo ocorre no ambiente natural. Microscopicamente, a forma micelial é
constituida por hifas finas e septadas, enquanto as leveduras apresentam-se como
células maes rodeadas por células filhas menores, que compoem a forma
caracteristica do fungo em roda de leme (revisto por Brummer et al., 1993).

Embora existam ainda incertezas sobre o seu habitat natural, o
P. brasiliensis parece viver saprofiticamente na natureza, provavelmente no solo
(Medina & Bodziat, 1949) ou em restos de vegetais (Lacaz, 1949). Corrobora esta
hipotese o fato do P. brasiliensis ter sido isolado no solo de Brasil, Argentina e
Venezuela, dreas onde a paracoccidioidomicose € endémica (revisto por Silva-
Vergara et al., 1998), e, mais recentemente, em tatus de areas com alta incidéncia da

doenga (Bagagli et al., 1998).



Regides com temperaturas amenas, vegetacdo abundante e umidade
parecem ser ideais para o desenvolvimento das formas saprofiticas do
P. brasiliensis (Restrepo, 1985) que infectam o homem e animais (Franco et al,,
2000). Nesse contexto, o tatu pode representar um marcador epidemiologico da
doenca (Restrepo et al., 2001).

A infec¢ao humana da-se pela inalagao de propagulos do P. brasiliensis, tais
como conidios e esporos sexuais, produzidos pela forma micelial, que sofrem
dispersao aérea e alojam-se nos pulmoes. No tecido pulmonar, o fungo assume a
forma de levedura, o que constitui uma etapa fundamental para a colonizagao do

hospedeiro (revisto por Franco, 1986).

As particulas fangicas inaladas sofrem a agao do sistema imune e, na
maioria das vezes, sdo eliminadas sem ocorréncia de sintomatologia. Por razdes
ainda nao esclarecidas, o P. brasiliensis pode resistir a resposta imune e proliferar,
levando a paracoccidioidomicose ou persistir vidvel no hospedeiro por intervalos
variados de tempo, apds o que ocorre a reativacdo do foco infeccioso e a
emergéncia da doenga (Franco et al., 1989 e Brummer et al, 1993). Assim, a
conjuncao de fatores do hospedeiro, do ambiente e do préprio fungo dita a

ocorréncia desta micose.

Diferentes cepas de P. brasiliensis variam quanto a viruléncia. Este fendmeno
pode estar relacionado com variagdes na composi¢ao da parede do fungo que
influenciam sua susceptibilidade aos mecanismos imunologicos do individuo,

influenciando o curso da doenca (Franco, 1986).

Os isolados empregados neste estudo foram classificados por Singer-Vermes
et al. (1989) de acordo com sua viruléncia. O isolado Pb18 que mostrou um baixo

valor de LD50, elevado niimero de lesdes peritoniais e disseminacao para varios



orgaos, notadamente, figado, baco e pulmdes, foi classificado como altamente
virulento, enquanto, o isolado Pb265 foi considerado como fracamente virulento
por nao apresentar letalidade, induzir poucas lesdes peritoniais e raras lesdes de

disseminacao.

1.2. Paracoccidioidomicose

Anteriormente conhecida como  blastomicose sul-americana, a
paracoccidioidomicose é encontrada no continente americano desde o México até a
Argentina, constituindo-se na micose profunda de maior relevancia desta regiao.
Embora a drea endémica seja extensa, existem diferengas regionais, sendo a maior
prevaléncia encontrada na América do Sul e Nicardgua; Guiana e Chile nao
registram casos da doenga (Restrepo et al., 2001). O Brasil abriga cerca de 80% dos
casos de paracoccidioidomicose, sendo o estado de Sao Paulo o detentor do maior

numero de pacientes (revisto por Brummer et al., 1993).

Os individuos mais acometidos sao trabalhadores rurais do sexo masculino
moradores das regides endémicas (Restrepo, 1985). Em adultos, a razdo entre
homens e mulheres infectados chega a 13:1, embora testes cutaneos de
hipersensibilidade realizados em moradores das regides endémicas ndo revelem
diferencas entre os sexos e, em criangas e adolescentes esta razao esteja proxima de
1 (Restrepo, et al.; 1984, revisto por Franco et al.; 1989 e Brummer, et al., 1993). A

resisténcia feminina a doenca estd ligada ao estradiol que atua na fase inicial da



infeccao impedindo a conversao dos propagulos infecciosos do P. brasiliensis em
leveduras (Restrepo et al., 1984).

Clinicamente, a paracoccidioidomicose pode apresentar-se sob duas formas:
aguda ou juvenil e cronica ou adulta. Em ambas as formas, verifica-se baixa
atividade imune especifica e altos indices de mortalidade na auséncia de terapia

antifungica (revisto por Brummer et al., 1993).

A forma aguda da doenca restringe-se a cerca de 5% dos casos e acomete,
especialmente, criangas e adultos jovens de ambos os sexos. Caracteriza-se pela sua
rapida evolugao e pelo comprometimento do sistema monocitico fagocitario no
bago, figado, linfonodos e medula 6ssea (revisto por Brummer et al., 1993). Na
maioria das vezes, verificam-se altos niveis de resposta imune humoral em
detrimento da resposta imune celular que, em geral, ¢é deficiente.
Microscopicamente, as lesdes sdo pouco organizadas e ricas em fungos com muitos

brotamentos (Revisto por Franco, 1986).

A forma cronica é a mais comum, ocorre principalmente em adultos do sexo
masculino, apresenta uma evolugao lenta, podendo demorar anos ou décadas para
o aparecimento dos sintomas. Embora os pulmoes sejam os 6rgaos mais atingidos,
a disseminagao para outros tecidos é freqiientemente relatada. Neste caso, as lesoes
acometem principalmente as mucosas nasal e oral, a pele, linfonodos e glandulas
adrenais (revisto por Brummer et al., 1993). Individuos com esta forma da doenca
desenvolvem resposta imune humoral especifica contra o fungo e a resposta
celular apresenta-se menos deprimida do que na forma aguda, dando origem a
granulomas epitelidides tipicos, capazes de conter a multiplicacio do

P. brasiliensis (revisto por Franco, 1986).



A resposta imune celular representa a ferramenta mais eficaz para o
combate ao P. brasiliensis. Assim, os pacientes com as formas disseminadas que
freqlientemente apresentam depressdao da resposta imune celular, diminui¢ao da
reatividade a testes cutaneos, altos niveis de anticorpos contra o P. brasiliensis e
granulomas frouxos com muitos fungos representam o polo anérgico ou a forma
maligna da paracoccidioidomicose. Por outro lado, individuos com as formas
localizadas, respostas positivas para provas de hipersensibilidade tardia, baixos
niveis de anticorpos especificos e granulomas epitelidides compactos com poucos
fungos encontram-se no polo hiperérgico (forma benigna) da doenga (Silva et al,,

1981; Franco, 1986 ; Franco et al., 1987).

1.3. Paracoccidioidomicose Experimental

A preocupacao em = se  reproduzir  experimentalmente a
paracoccidioidomicose iniciou-se a partir de sua descrigao (Lutz, 1908). Entretanto,
somente em 1927 Montenegro obteve sucesso inoculando cobaias por via
intratesticular com suspensao de tecidos humanos infectados. A partir dai,
diversas espécies animais foram utilizadas, fornecendo informagdes importantes
para o entendimento de vdarios aspectos da doenga, além de permitirem o
acompanhamento da infec¢ao desde seus estdgios iniciais, o que nao é possivel nos

estudos realizados a partir de biopsias e necropsias humanas.

Em 1959, Mackinnon comparou o  desenvolvimento da

paracoccidioidomicose a partir de sete diferentes vias de inoculacdo, em



camundongos Swiss. Esse estudo revelou que os camundongos infectavam-se
facilmente pela via broncoalveolar, desenvolvendo broncoalveolite seguida por
disseminagao hematogénica do fungo para outros orgaos. Tais dados permitiram
ao autor aventar a hipdtese, atualmente aceita, de que o inicio da
paracoccidioidomicose da-se nos pulmoes por inalagao do fungo e a disseminagao
para outros tecidos acontece por via hematogeénica. Os achados de Moreno &
Espinosa (1976), utilizando a forma micelial do P. brasiliensis, confirmam a teoria
de Mackinnon, mostrando que a inalacdo do fungo pode dar inicio a
paracoccidioidomicose ativa com disseminagao para bago e figado.

Vérios estudos sobre o papel da resposta imune na paracoccidioidomicose
também empregam modelos experimentais. Utilizando a via intratesticular de
inoculacdo em hamsters, Peracoli (1978) observou que na fase final da infeccao,
quando as lesdes sao generalizadas, os niveis de resposta imune celular sao muito
baixos ou negativos, enquanto que os titulos de anticorpos permanecem elevados.
Esses resultados confirmaram a auséncia de correlacao entre a fungao reposta
imune celular e os niveis de anticorpos circulantes anteriormente observada na
paracoccidioidomicose humana, corroborando a hipotese de que os anticorpos nao
apresentam papel protetor nas micoses em geral.

Atualmente, a espécie mais utilizada como modelo experimental para
paracoccidioidomicose é o camundongo, baseado na facilidade de obtencao,
manutengao e na disponibilidade de linhagens isogénicas que permitem analisar a
influéncia de certas caracteristicas isoladamente. Utilizando as linhagens murinas
isogénicas A/Sn e B10.A, Calich et al. (1985), estabeleceram um modelo
experimental da paracoccidioidomicose capaz de mimetizar os polos hipérgico e

anérgico da doenga, relacionados aos padroes de resposta do tipo T helper 1 (Thl)



e T helper 2 (Th2), respectivamente (Calich & Kashino, 1998). As diferentes
respostas observadas nestas linhagens nao estao ligadas ao complexo principal de
histocompatibilidade, uma vez que ambas compartilham o mesmo haplétipo H-2
(H-2?), nem ao sistema complemento, pois, coincidentemente as duas sao

deficientes para o componente C5 deste sistema (Calich et al, 1985).

Os camundongos da linhagem B10.A, considerados susceptiveis,
apresentam doenca progressiva com grande nimero de fungos vidveis nas lesoes e
diminui¢do da resposta imune com anergia apds 16 semanas de inoculagdo. Por
outro lado, os camundongos da linhagem resistente A/Sn, apresentam baixo
numero de fungos vidveis, elevados niveis de resposta de hipersensibilidade do

tipo tardia e tendéncia a cura espontanea (Singer-Vermes et al., 1993).

Histologicamente, granulomas numerosos e pouco organizados, com muitos
fungos vidveis e infiltrado plasmocitario evidente, caracterizam as lesoes
encontradas em camundongos susceptiveis, ao passo que, um numero menor de
granulomas bem delimitados nos quais a maioria dos fungos é invidvel e o nimero
de plasmocitos estd reduzido constituem as lesGes tipicas encontradas em
camundongos resistentes (Calich et al., 1994).

Nosso grupo de estudos também tem utilizado modelos experimentais para
o entendimento dos mecanismos de interacdo patogeno-hospedeiro durante a
paracoccidioidomicose experimental. Nds observamos que na fase aguda da
infeccao experimental ocorre uma intensa atrofia do timo (Brito et al, 2003),
entretanto os mecanismos envolvidos neste processo e suas conseqiiéncias

permanecem obscuros.



1.4. Timo

O timo é o d6rgao linfoéide primario responsavel pela geracao dos linfdcitos T,
que discriminam antigenos proprios e nao-proprios apresentados no contexto das
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Kendall, 1991).
O processo de timopoiese € essencial para o estabelecimento e manutencao do

repertorio de linfocitos T ao longo da vida (Sempwski & Haynes, 2002).

A funcao deste 6érgao permaneceu obscura durante muito tempo e somente
a partir da década de 60 o timo passou a figurar entre os 6rgaos com reconhecida

atividade imunoldgica (Kendall, 1991).

Na Grécia antiga, o timo era tido com a sede da alma e durante a Idade
Meédia como o coragao da boa saude (Kendall, 1991). Somente em 1900 o inglés
John Beard sugeriu ser o timo a fonte dos linfdcitos, que se estabeleciam por todo o
organismo (apud Kendall, 1991). A relacao direta do timo com a reposta imune
celular foi descoberta, por acaso, em 1961 quando Miller, apos timectomizar
camundongos neonatos na tentativa de prevenir a ocorréncia de leucemia causada
por um virus timotrdpico, observou que estes manifestavam varias alteragdes na

resposta imune e ndo eram capazes de rejeitar aloenxertos.

Situado na porgao superior do mediastino, imediatamente atrds da
extremidade superior do esterno, o timo é um érgao bilobado derivado da terceira
e quarta bolsas faringeais. Elementos de origem mesenquimal circundam-no
formando uma capsula cujos prolongamentos adentram o parénquima e dividem-

no em multiplos lébulos, com uma camada periférica densamente povoada,



denominada cortex, e uma camada medular interna, menos povoada (Suster &

Rosai, 1997).

O microambiente timico corresponde a uma rede tridimensional com a qual
os timodcitos em diferenciagdo interagem, e que inclui: células epiteliais com
extensos prolongamentos citoplasmaticos, que provém suporte mecanico e
estimulos para a diferenciacao dos timdcitos; macrédfagos; células dendriticas e

elementos da matriz extracelular (Savino et al., 1992; Suster & Rosai, 1997).

Algumas vezes, as células epiteliais timicas unem-se formando estruturas
multinucleadas que abrigam vdrios timodcitos em maturacdo, mimetizando o
microambiente timico. Estes complexos linfoepiteliais sdao conhecidos como células
“nurse” do timo (TNC) e podem ser isolados e utilizados como modelos para a

analise da maturacao timica in vitro (Wekerle & Ketelson, 1980).

Os linfdcitos T derivam de precursores linféides (linfdcitos pré-T) oriundos
da medula dssea e chegam ao cértex timico através da corrente sanguinea
apresentando o fendtipo triplo negativo (TCRCD4CDS-). Estes pro-linfécitos
proliferam e se desenvolvem em timocitos duplo positivos que expressam os co-
receptores CD4 e CDS8 e baixos niveis de receptor de célula T (TCR) (Mota, 1989). A
partir dai uma série de eventos moleculares conhecidos como selecao positiva e
negativa ocorre no timo.

A selecao positiva envolve interagdes dos timdcitos com moléculas do MHC
expressas no epitélio cortical e resulta na perda de um dos seus co-receptores (CD4
ou CDS8) e na restricao ao MHC prdéprio. Os timdcitos podem ainda sofrer selecao
negativa, através da qual aqueles que apresentam TCRs de alta afinidade para

antigenos proprios sao eliminados.
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Tanto na selegao positiva quanto negativa, a morte dos timdcitos da-se por
apoptose. Aqueles que sobrevivem, por outro lado, migram para a periferia como
linfocitos T maduros e povoam os 6rgaos linféides secundérios onde participam do

desenvolvimento de respostas imunes especificas (Boyd & Hugo, 1991).

Assim, o microambiente timico controla e influencia o desenvolvimento dos
timdcitos através do contato célula-célula e producao de fatores solaveis. Porém,
uma série de fatores, tais como, hormonios, estresse, gravidez, ma nutrigao,
substancias toxicas, temperatura, doengas infecciosas e o proprio envelhecimento,

pode alterar o microambiente timico (Kendall, 1991; Savino et al., 1992).

Ao nascimento, o timo apresenta seu maior peso relativo, embora continue
crescendo continuamente até a puberdade. Depois disso, sob influéncia de varios
fatores, incluindo hormonios adrenais e sexuais, inicia um processo de involugao,
caracterizado pela substitui¢dao do tecido epitelial por tecido adiposo e diminui¢ao
da produgao de linfécitos T (Gaudecker, 1991). Contudo, uma parte do tecido
epitelial contendo timdcitos corticais € preservada até além dos 100 anos de vida e
permanece ativa exportando linfocitos T funcionais para a periferia (Jamieson et

al., 1999).

Embora a retracdo da funcao timica ao longo do envelhecimento seja bem
documentada, os mecanismos envolvidos nao estao esclarecidos. Metcalf (1963),
transplantando timos entre camundongos com diferentes idades observou que o
desenvolvimento deste érgao nao era influenciado pela idade do receptor e
concluiu que o timo deve possuir mecanismos de auto-regulacdo para seu

desenvolvimento e funcgao.
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Recentemente, Sempowski e Haynes (2002), sugeriram que a atrofia timica
decorrente do envelhecimento estaria diretamente ligada ao aumento na expressao
de citocinas como: Fator Inibidor de Leucemia (LIF), Oncostatina M (OSM),
Interleucina 6 (IL-6) e Fator Estimulador de Colonias de Macréfagos (M-CSF)

produzidas por adipdcitos e células epiteliais do 6rgao.

Embora a fungao timica esteja diminuida na vida adulta, em situagoes onde
ocorre destrui¢ao do pool de linfdcitos periféricos o timo contribui ativamente para
o re-povoamento dos linfocitos T. Nesse sentido, tem sido observado que
individuos com AIDS que apresentam significativo decréscimo no nimero de
linfocitos T CD4* periféricos conseguem, apos o tratamento como coquetel anti-
retroviral, recompor o repertorio linfocitario com células recém emigradas do timo
(Douek et al., 1998, Sempowski & Haynes, 2002). Tal recapitulacao da fungao
timica poderia ser desencadeada por aumento na producdao de citocinas
estimulatorias na periferia, diminuigao na expressao de citocinas regulatdrias e/ou

inducao patoldgica de um ambiente hematopoiético atipico (McCune, 1997).

1.5. O Timo como Alvo em Infec¢oes

Diferentes graus de atrofia timica podem ocorrer durante o curso de
infecgdes, alterando a liberagao de linfécitos pelo timo, o que pode resultar em pior
prognostico para a doenca (Kendall, 1991). Na maioria dos casos, esta atrofia é
caracterizada por deplecdo da camada cortical, perda da delimitacao
corticomedular e aumento nos niveis de apoptose, especialmente em timdcitos

CD4+CDS8". O grau de atrofia pode correlacionar-se com a duragao da doenga (van
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Baarlen et al., 1988), ou, em modelos experimentais, com a dose do agente
infeccioso (Savino et al., 1992).

A deplecao de timdcitos pode ter conseqiiéncias negativas para o
hospedeiro, uma vez que existe uma continua necessidade de reposicao dos
linfocitos T maduros que sofrem renovagao naturalmente (Roggero et al., 2002).

O processo de atrofia timica pode ser desencadeado pela agao direta do
patogeno, contradizendo a idéia de que a maturagao dos linfécitos T ocorre num
ambiente livre de antigenos (Verinaud et al., 2004). J& em 1961 Rowe & Capps,
descreveram um virus murino com tropismo para o timo. Tal virus,
posteriormente denominado virus timico murino, infecta timdcitos CD4,
induzindo sua apoptose o que leva a perda da atividade “helper” (Morse &
Valinsky, 1989).

O timo é também alvo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que o
ataca de diversas formas, incluindo a destrui¢ao da arquitetura timica com perda
da atividade dos timdcitos, deple¢ao celular devido a sua replicacdo e morte ou
maturagao anormal do timocitos por fatores virais ou do hospedeiro (Meissner et
al., 2003). Além disso, infeccao de plasmocitos com o desenvolvimento de foliculos
de células B na regiao medular do timo e geracdo de ceélulas gigantes
multinucleadas também foram relatadas (McCune, 1997).

De modo semelhante, Rosenzweig et al. (2000), relataram que o virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) também leva ao aumento da apoptose de timdcitos,
possivelmente de modo indireto uma vez que o namero de células apoptoticas é
significativamente maior do que o de células infectadas. Além disso, a apoptose foi
detectada principalmente no cortex, ao passo que as células infectadas

concentravam-se na regiao medular.
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Camundongos infectados com o virus da coriomeningite linfocitaria no
periodo intra-uterino ou ao nascimento possuem uma elevada carga viral,
inclusive no timo, e apresentam uma supressao da resposta imune especifica para
o virus. Apds a eliminacao da infec¢do timica ocorre o desenvolvimento de
resposta imune adequada. Entretanto, a infeccdo timica persistente mantém a
tolerancia ao virus (King et al.,, 1992), confirmando a ocorréncia de supressao
imunologica devido a presenca de antigenos heterélogos no timo.

Na fase aguda da doenga de Chagas experimental murina também ocorre o
acometimento timico. Nesse modelo, sdao relatados presenca de ninhos de
Trypanosoma cruzi no parénquima timico, adensamento da rede de células
epiteliais, aumento na produgao de hormodnios timicos e componentes da matriz
extracelular, mudangas topograficas no padrao de expressao de citoqueratinas por
células epiteliais (Savino et al, 1989), além de alteracdes nas TNCs, tais como,
redu¢ao na granulosidade, tamanho e numero e alteragdes ultraestruturais
indicativas de dano celular (Cotta-de-Almeida et al., 1997). Mais recentemente,
esses efeitos deletérios em TNCs foram atribuidas a enzima trans-sialidase, um
possivel fator de viruléncia, presente no T. cruzi (Mucci et al., 2002).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a ocorréncia de atrofia timica em
modelos experimentais de doengas infecciosas que causam diminui¢ao da resposta
imune. Na infecgdo experimental pelo virus da hepatite murina (MHV), foi
verificada a ocorréncia de severa atrofia timica caracterizada pela diminuigao no
peso e na celularidade e aumento na taxa de apoptose. Quando os animais foram
co-infectados com T. cruzi, foi observado um aumento na gravidade da doenga,
sugerindo que danos ao timo podem afetar a resposta imune sistémica para

antigenos nao-relacionados (Verinaud et al., 1998).
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Mais recentemente, observamos que a infec¢ao pelo P. brasiliensis também
leva a um quadro de atrofia timica, com invasao do timo pelo fungo. As principais
alteragdes observadas foram: diminui¢do do peso do orgdo, degeneracao da
camada cortical com aumento na taxa de apoptose e morte celular autofagica,
perda da delimitacdo corticomedular e presenca e infiltrado inflamatdrio
justacapsular (Brito et al., 2003; Souto et al., 2002 e Souto et al., 2003).

Em outras micoses a atrofia timica também tem sido relatada. Fungos do
género Saprolegnia que infectam naturalmente salmonideos, causando uma micose
tegumentar, alteram drasticamente o microambiente timico. Como conseqiiéncia,
ocorre perda da regionalizagdo timica e uma marcada reducao na densidade
celular do parénquima (Alvarez et al.,, 1995). Essas alteragdes sao ainda mais
pronunciadas nos casos onde o fungo invade o timo o que coincide com quadros
exacerbados da micose.

A infeccao de camundongos por Cryptococcus neoformans seguida por
imunizacdo com soro albumina humana também leva a varias alteracdes no
microambiente timico (Sotomayor et al., 1989). A presenga do fungo foi observada
no timo de todos os animais infectados e, em alguns casos, houve envolvimento da
camada cortical, acompanhado de rea¢des granulomatosas fracas ou moderadas,
perda da arquitetura do 6rgao, além de hiperplasia e aparecimento de centros
germinativos. Tais rea¢gdes nao ocorreram nos animais controle, imunizados
apenas com soro albumina humana.

A atrofia timica pode ainda derivar de fatores produzidos pelo hospedeiro,
tais como citocinas e mediadores solaveis. Barke et al. (1994), por exemplo,
notaram reducao no cortex timico com aumento no nivel de apoptose dos timdcitos

na sepse peritoneal e sugeriram que este fenomeno resultaria da inibicdo da
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producdo de IL-2, um potente fator de crescimento para timdcitos com possivel
papel protetor contra a apoptose.

Por outro lado, a linfotoxina, previamente conhecida como Fator de Necrose
Tumoral-beta e produzida durante infec¢des bacterianas, induz ativamente uma
profunda atrofia timica, com decréscimo de 95% dos timdcitos corticais (Kusumi et
al, 1992).

Além das citocinas, outras moléculas endogenas mais simples, com papel
fisiologico bem definido parecem participar da atrofia timica durante infecgdes.
Entre elas estd o ATP extracelular (ATPe), um co-sinalizador que aumenta a
concentracdo de Ca* nos timdcitos corticais e modifica suas propriedades
funcionais (Gregory, 1978). O ATP. também induz acidificacao citosolica,
despolarizacao ou hiperpolarizacado de membrana (Nagy et al, 2000),
fragmentacao de DNA (Zheng, 1991) e lise de timocitos (Nagy et al., 2000).

O 6xido nitrico (NO), uma molécula simples, porém com multiplos efeitos
biologicos, incluindo citotoxicidade para microrganismos (Adams, 1990) e células
tumorais (Stuehr & Nathan, 1989), também tem sido implicado como mediador de
atrofia timica. Embora fisiologicamente o NO seja produzido em baixos niveis
pelas células endoteliais, atuando como regulador da pressao sangiiinea (Rees et
al., 1989), durante infecgdes e apds a inoculagao de lipopolissacarideos (LPS), sua
produgao torna-se elevada devido a expressdao da enzima oxido nitrico sintase-
induzivel (iNOS) em células endoteliais, macrdéfagos e células dendriticas. Fehsel et
al. (1995), relataram in vitro apoptose de timdcitos dose-dependente quando estes
foram cultivados com doadores de NO e sugeriram que o NO poderia ter esta acao
também in vivo, uma vez que, em camundongos inoculados com Salmonela

typhimurium os focos de apoptose timica encontravam-se proximos a vasos
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sangiiineos. Além disso, houve aumento nos niveis de apoptose quando os
timocitos foram cultivados com células endoteliais e 0 aumento foi proporcional a
concentracao de NO presente na cultura.

Outras citocinas como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) anteriormente
conhecido como Fator de Necrose Tumoral-alfa e o Interferon-gama (IFN-y)

também podem podem mediar a atrofia timica.

1.6. Interferon-gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O IFN-y é uma citocina regulatdria que atua no crescimento e diferencia¢ao
das células envolvidas na resposta imunoldgica. Seu campo de atuagao abrange
desde aumento na expressao de moléculas de MHC de classe II (Basham &
Merigan, 1983), diferenciagao em células com fenotipo Thl, com conseqiiente
ativagao de macrdfagos (Schultz & Keinschmich, 1989), aumento na produgao de
IgGaa (Snapper et al,, 1988) até regulagao de respostas Th2 (Gajewski & Fitch,
1988).

Assim, a produgao de IFN-y é crucial para o desenvolvimento de respostas
do tipo Th1 que resultam em imunidade protetora contra patdgenos intracelulares
(Mossman, 1991). As células natural killer (NK) estimuladas por Interleucina-12
(IL-12) (Kasahara et al, 1983) e os linfécitos Thl (num processo de retro-
alimentacao) sao as principais fontes desta citocina, embora macréfagos e linfdcitos
B também possam contribuir para sua produgao.

O TNF, anteriormente conhecido como TNF-o, é uma citocina produzida

principalmente por macrofagos ativados por IFN-y, com multiplos efeitos
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bioldgicos, diretamente envolvida nos processos inflamatdrios e que pode atuar de
maneira pardcrina ou enddcrina (Beutler & Cerami, 1987). Outras fontes de TNF
incluem linfdcitos, mastdcitos, neutroéfilos, astrdcitos e células da microglia, células
musculares lisas e células tumorais (Barbara et al., 1996).

Embora a acao tumoricida do TNF tenha sido relatada ha muito tempo, sua
identificacao ocorreu ha cerca de 30 anos. Ja no final do século XVIII, Willian B.
Coley obteve algum sucesso ao tratar pacientes com cancer com extratos
bacterianos. Em 1962, O’Malley e colaboradores relataram que a regressao tumoral
observada por Coley era mediada por uma proteina presente no soro, a qual
chamaram de fator necrozante de tumor. Entretanto, somente em 1975, Elizabeth
Carswell e seus colaboradores identificaram tal proteina apds tratar camundongos
portadores de sarcoma com soro de camundongos inoculados com LPS (apud
Barbara et al., 1996).

O TNF também foi descrito como indutor da caquexia ligada a infecgoes
parasitdrias e tumores (Beutler et al., 1985). A importancia desta citocina entre os
mecanismos de defesa contra infec¢oes so foi relatada posteriormente.

O TNF participa do recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamagao,
induzindo a produgdo de citocinas quimiotaticas (Seelentag et al., 1987) e a
expressao de moléculas de adesao no endotélio (Pober et al., 1986). Esta citocina
constitui ainda um potente ativador da fungao macrofdgica, estimulando a sintese
de NO, a diferenciacdo em células gigantes e epitelidides (Trinchieri et al, 1986) e o
desenvolvimento de granulomas epitelidides com alta capacidade bactericida
(Kindler et al., 1989).

Apesar de sua importancia como mediador da imunidade, o TNF exerce

efeitos danosos como o choque séptico, no qual sua liberagao descontrolada pode
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ser fatal. O resultado benéfico ou patogénico da producao de TNF depende da
quantidade, do local da liberagao e de sua duragao (Beutler & Grau, 1993).

As atividades biologicas do TNF sao mediadas por dois receptores distintos
de alta afinidade. O receptor de 55 kDa (TNFRp55), também conhecido como p55,
TNFR1, tipo B ou CD120a, é amplamente distribuido, exceto em hemdcias e
linfécitos T nao estimulados, enquanto o receptor de 75 kDa (TNFRp75) € expresso
na linhagem hematopoiética e no endotélio. Embora estes receptores possuam 28%
de homologia extracelular ndao ha homologia na porcao intracelular. Acredita-se
que o TNFRp75 seja primariamente ativado pela forma transmembrana do TNF,
indicando o envolvimento deste receptor nas respostas locais mediadas por TNF,
enquanto que o TNFRp55 liga-se a forma soluvel do TNF mediando as agoes
pardacrinas desta citocina (revisto por Barbara et al., 1996).

Na paracoccidioidomicose experimental, o TNF e o IFN-y exercem um
importante papel na ativacdo de macrofagos, estimulando a formagao de
granulomas, a diferenciacao em células epitelidides e a sintese NO. Assim, estas
citocinas promovem aumento da capacidade fungicida dos macréfagos, o que as
torna fatores cruciais na determinacao da resisténcia a doenga experimental e

humana (Souto et al., 2000 e Karhawi et al., 2000).

1.7. Papel do TNF e do IFN-yno Timo

O TNF é fisiologicamente expresso no timo humano e murino, assim como
seus receptores (TNFRp55 e TNFRp75) sao expressos pelos timdcitos (Murphy et

al, 1994). Células epiteliais timicas, células midides, timdcitos e mastocitos
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produzem TNF, sendo estes ultimos considerados a principal fonte intratimica
desta citocina (revisado por Yarilin & Belyakov, 2004).

O TNF contribui para a maturacdo de timocitos, embora camundongos
TNF apresentem desenvolvimento timico normal (Marino et al, 1997). Os
mecanismos de interferéncia do TNF na maturagdao dos timocitos sao complexos
uma vez que esta citocina pode induzir ora proliferagao ora eliminagao. De acordo
com Baseta & Stutman (2000), os efeitos pro-apoptdticos seriam mediados pelo
TNFRp55 enquanto a resposta proliferativa seria derivada da sinalizagdo via
TNFRp75.

Durante infec¢cdes agudas, os niveis séricos de TNF aumentam e esta
citocina pode funcionar como um indutor da apoptose de timocitos (Isogai et al.,
1996). O mecanismo de inducao de apoptose parece envolver o TNFRp55. A
ativacdo desse receptor leva a associacao do complexo a proteina adaptadora
TRADD que, em reposta, liga-se ao FADD. A via apoptdtica é entao desencadeada
pela ativacdo das caspases, uma familia de enzimas proteoliticas, que atuam no

citoplasma e no nuicleo (Ashkenazi & Dixit, 1998).

O IFN-y, que é produzido por timdcitos em diferenciagao, pode promover
aumento na expressao de moléculas de MHC de classe II em culturas de células
epiteliais timicas (Berrih et al., 1985), modular a expressdao de proteinas da matriz
extracelular e alterar os padrdes de adesao e proliferacao de células do epitélio

timico (Lannes-Vieira, 1991, Lagrota-Candido et al, 1996).

Além disso, o pré-tratamento de camundongos com IFN-y leva a um
significativo aumento na apoptose de timdcitos corticais induzida por LPS. Embora
o IFN-y nao induza diretamente apoptose, a administracao de anticorpos anti-

IFN-y previne a apoptose (Koj, 1998). Considerando que a administracao de IFN-y
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promove elevagao nos niveis séricos de TNF e cortisol este parece ser um dos

mecanismos envolvido no aumento de apoptose timica (Kato et al., 1997).

Assim, tendo conhecimento de que o P. brasiliensis é capaz de induzir atrofia
timica e que citocinas pro-inflamatorias podem estar envolvidas neste processo,
nos propusemos a investigar as altera¢des timicas induzidas por cepas de alta e
baixa viruléncia do fungo em camundongos susceptiveis e resistentes a infeccao

experimental e o possivel papel do TNF e do IFN-y nesse processo.
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Objetivos

22



Este estudo teve como objetivo geral:

. Buscar novos subsidios que contribuam para a compreensdo das

modificagdes morfofisioldgicas desencadeadas no timo durante infec¢oes e agregar

informacgoes que auxiliem no entendimento da relacdo hospedeiro-parasita na

paracoccidioidomicose experimental e humana;

Objetivos especificos:

° Avaliar a influéncia da viruléncia do P. brasiliensis na atrofia timica de

camundongos susceptiveis e resistentes a paracoccidioidomicose experimental.

. Caracterizar as alteragdes morfofisioldgicas do timo de camundongos

susceptiveis e resistentes infectados por via ip com a cepa Pb18 de P. brasiliensis.

. Estimar o papel das citocinas pro-inflamatorias TNF e IFN-y na atrofia

em camundongos infectados com o P. brasiliensis.

. Estimar as conseqiiéncias da atrofia timica na resposta imune de

camundongos susceptiveis e resistentes ao P. brasiliensis.

23



Material e Métodos
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3.1. Animais:

Foram utilizadas as seguintes linhagens de camundongos isogénicos:

- A/], C57Bl/6 “selvagem” (C57Bl/6 wt) e C57Bl/6 nocaute para IFN-y
(IFN-y”) obtidas do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica —
CEMIB/UNICAMP.

- B10.A obtida do Biotério de Camundongos Isogénicos do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

- C57Bl/6 nocaute para o receptor TNFRp55 (TNFRp557) gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Jodo Santana da Silva do Departamento de Bioquimica e Imunologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

Os animais obtidos em condigao livre de patdgenos especificos (SPF), foram
mantidos, durante todo o periodo experimental em isoladores tipo Trexler
(Trexler, 1959) com agua e racdo estéreis fornecidos em livre demanda. Foram
utilizados sempre camundongos machos entre 8 e 10 semanas de idade.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e

aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Unicamp.

3.2. Fungos:
Foram utilizados dois isolados de P. brasiliensis: o isolado virulento Pb18 e o

isolado de baixa viruléncia Pb265. A patogenicidade destas cepas foi confirmada

por Singer-Vermes et al. (1989), através da determinagao da LDso e andlise
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histopatologica do local de inoculacdo e lesdes de disseminagao durante 24
semanas em camundongos B10.A.

Estes isolados foram originalmente obtidos do Departamento de Imunologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo e tém sido
mantidos em nosso laboratorio na fase leveduriforme em meio de cultivo de Fava
Netto a 35°C, com repiques quinzenais. Periodicamente, a patogenicidade das

cepas € verificada através da inoculagao em animais com posterior recuperagao.

3.3. Preparo do Indculo:

Para o preparo da suspensao fungica, o P. brasiliensis foi cultivado em meio
de cultivo de Fava Netto e coletado em sua fase de crescimento exponencial (7
dias). As leveduras foram ressuspensas em solugdo salina tamponada com fosfato
estéril (PBS) pH 7.2, agitadas em aparelho tipo Vortex, em dois ciclos de 15
segundos cada, centrifugadas por 10 minutos a 300g e lavadas 2 vezes em PBS.

O numero total de células presente na suspensao foi determinado por
contagem em camara de Neubauer e a concentracdo final ajustada para 107
leveduras de P. brasiliensis/ml. A viabilidade fangica foi determinada pela
coloragao vital Lactofenol Azul de Algodao, conforme descrito por Sano et al.

(1993).
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3.4. Avaliacio da Influéncia da Viruléncia do P. brasiliensis na Inducao de

Atrofia Timica em Camundongos Susceptiveis e Resistentes:

3.4.1. Infeccao Experimental:

Camundongos das linhagens A/] e B10.A foram inoculados
intraperitonealmente (ip) com 5x10°¢ leveduras de P. brasiliensis das cepas Pb18 ou
Pb265 contidas em 0,5 ml de PBS estéril, enquanto os animais controle receberam

igual volume de PBS estéril.

3.4.2. Sacrificio e Coleta de Material:

Lotes de pelo menos 4 animais infectados e controles foram anestesiados,
através da injecao ip de 100 pl de hidrato de cloral 0.1g/ml, submetidos a sangria
pelo plexo braquial e sacrificados por deslocamento cervical as 24 horas e aos 3, 5,
7 e 14 dias apos a inoculagdao. Foram coletados timo, baco e figado, sendo o que
timo foi dividido em dois l6bulos: o esquerdo destinado a analise histopatdlogica e

o direito a avaliagao da celularidade e viabilidade do P. brasiliensis.

3.4.3. Avaliacao do Peso do Timo:

A variacao do peso do timo foi avaliada ao longo da infecgao. Para tanto,
apos o sacrificio do animal o timo foi retirado, lavado em PBS, seco em papel de

filtro e pesado em balanca analitica.

3.4.4. Avaliacao da Celularidade do Timo:

Para a avaliacdo da celularidade, imediatamente apds o sacrificio, o lobo

timico direito foi macerado em meio de cultivo RPMI 1640 (Cultilab, Campinas,
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Brasil) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab, Campinas, Brasil) com o
auxilio de peneira e émbolo estéreis. A partir desta suspensao celular foi estimado
o numero total de células através da contagem em camara hemocitométrica de

Neubauer.

3.4.5. Avaliacao da Viabilidade do P. brasiliensis no Timo:

A viabilidade foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de
colonias. Para tanto, 100ul da suspensao obtida a partir do lobo direito do timo
foram semeados em meio BHI (OXOID - Wade Road, Basingstoke, Reino Unido)
suplementado com 4% de soro de cavalo (gentilmente cedido pela Dra. Clarice W.
Arns, do Depto. De Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia da
Unicamp) e 5% de filtrado de cultura da cepa Pb192, como fator de crescimento,
conforme previamente descrito (Singer-Vermes et al, 1992). As placas foram

incubadas a 37°C e o surgimento de colonias foi avaliado diariamente.

3.4.6. Analise Histopatoldgica do Timo:

O 1ébulo esquerdo do timo, bem como o bago e o figado foram fixados por
24 horas em formalina 10% tamponada, lavados em agua corrente, desidratados
em gradiente de 4lcool e incluidos em Histosec (Merck - Darmstadt, Alemanha).

Apos a inclusao, o material foi submetido a microtomia para obtencao de
cortes finos (4 um). Estes cortes foram desparafinizados, hidratados em gradiente
de alcool, corados por hematoxilina-eosina e analisados por microscopia de luz, em

microscopio Olympus BX-40 (Olympus Optical, Tokio, Japao).
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3.4.7. Deteccao de Morte Celular por Apoptose no Timo:

O Kit TUNEL (Terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick end
labeling - Boehringer, Alemanha) para a deteccao de apoptose in situ foi utilizado.
O principio da técnica consiste em identificar a fragmentacdo de DNA nuclear
através da incorporagao de nucleotideos marcados com fluoresceina mediada pela
enzima TdT (transferase deoxinucleotidil terminal).

Para tanto, os cortes foram desparafinizados, hidratados em gradiente de
etanol, lavados em PBS e incubados em proteinase K, para digestdao do tecido. Em
seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena com H202 3% em metanol.
Procedeu-se, entao, a reagao pela adi¢ao de uma mistura otimizada da enzima TdT
e nucleotideos marcados com fluoresceina. Um anticorpo anti-fluoresceina
marcado com peroxidase foi empregado para a conversao histoquimica da reacao e
a revelacao foi feita utilizando-se H20: 0,03% como substrato e 3-3 Diamino-
benzidina (DAB) 0,01% em PBS pH 7.4 como cromdgeno. Em seguida o material
foi contracorado com Verde de Metila 0.1% em tampao acetato de sddio,
desidratado e montado em Permount (Fischer Scientific, Nova lorque, EUA).
Controles positivo e negativo incluiram respectivamente cortes de tecidos tratados
com DNAse (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, MO, EUA) e omissao da

enzima TdT.

3.4.8. Deteccao Imuno-histoquimica do P. brasiliensis no Timo:

Para a deteccao do fungo, os cortes foram desparafinizados, hidratados em
gradiente de etanol e lavados em PBS. Em seguida, procedeu-se o bloqueio dos
sitios inespecificos de reagao com soro normal de camundongo (1:50) e o bloqueio

da peroxidase endogena utilizando H202 3% em metanol.
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Foi utilizado soro de paciente com paracoccidioidomicose com alto titulo de
anticorpos anti-P. brasiliensis (gentilmente cedido pela Dra. Heloisa Blotta do Depto
de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp) como fonte
de anticorpos primarios, e anticorpo anti-IgG humana conjugado com peroxidase
(Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, MO, EUA) como anticorpo secundario.

A reacao foi revelada utilizando-se H202 0,03% como substrato da enzima e
3-3 Diamino-benzidina 0,01% como cromoégeno em PBS pH 7.4. Em seguida o
material foi contracorado com Hematoxilina de Harris, desidratado e montado em
Permount (Fischer Scientific, Nova Iorque, EUA). Controles positivos e negativos
para a reagao incluiram, respectivamente, cortes histologicos com granulomas ricos

em fungos e omissao o anticorpo primario.

3.5. Caracterizacao das Alteracoes Morfofisiologicas no Timo de Camundongos

Susceptiveis e Resistentes a Paracoccidioidomicose Experimental.

3.5.1. Infeccao Experimental:

Camundongos das linhagens A/] e B10.A, foram inoculados ip com 5x10°

leveduras de P. brasiliensis da cepa Pb18 contidas em 0,5 ml de PBS estéril.

3.5.2. Analise Morfométrica:

Para a andlise morfométrica, o timo foi coletado nos tempos 0, 1, 3, 5, 7 e 14
dias pi, fixado em formalina tamponada, submetido aos procedimentos rotineiros
para inclusao em parafina e coloracao por hematoxilina-eosina. A area total do

timo, bem como as areas cortical e medular foram mensuradas utilizando o
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microscopio Neophot 32 e o programa Q-500 MC Leica para aquisi¢ao de imagens
do Departamento de Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenharia

Mecanica da UNICAMP.

3.5.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao:

As 24 horas e aos 3, 5, 7 e 14 dias apos a inoculagao, lotes de 4 animais
infectados e controles foram perfundidos, pela artéria aorta, com PBS seguido por
uma solucao fixadora contendo 2% de paraformaldeido e 1,5% de glutaraldeido
em 0,1 M de tampao fosfato de sodio, pH 7.4, para a fixagao in vivo.

O timo foi, entao, fragmentado e imerso em solugao fixadora por cerca de 24
horas. Em seguida foi pds-fixado em 1% de tetréxido de ésmio (OsOs) tamponado,
por 2 horas, desidratado em gradiente de etanol e acetona, e incluido em resina
(Epon 812). Cortes semifinos foram obtidos em ultramicrétomo, corados com azul
de toluidina e observados em microscdpio de luz, para a escolha da drea para a
obtengao dos cortes ultrafinos. Apos a obtengao dos cortes ultrafinos em telas de
cobre, procedeu-se a contrastagao com acetato de uranila e citrato de chumbo. A
analise do material foi feita no microscopio eletronico de transmissao (Zeiss Leo
906, Alemanha) do Laboratorio de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia

da UNICAMP.

3.5.4. Citometria de Fluxo

A caracterizacdo das populagdes de timocitos foi feita por citometria de
fluxo. Esta caracterizacao estendeu-se também ao bago para avaliacdo dos
linfécitos T periféricos. Para tanto, as 24 horas e aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias pi, os

orgaos foram coletados, lavados em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com
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10% de soro fetal bovino e antibidticos, macerados em 2 ml de meio com o auxilio
de peneiras e émbolos estéreis. A suspensao celular obtida foi centrifugada por 10
minutos a 300g a 4% C, o sobrenandante foi recolhido e armazenado a -80°C, para
utilizagdo posterior na pesquisa de citocinas, e o botao de células resultante foi
ressuspenso em meio de cultivo. Nas amostras de baco procedeu-se, ainda, a lise
das hemdcias em tampao de lise (NH4Cl 155 mM, KHCO:10 mM e EDTA 1mM).

O nuamero de células presente na suspensao foi estimado por contagem em
camara de Neubauer e a concentracdao ajustada para 5x10° células/ml. Foram
utilizados 200ul desta suspensao (1x10° células) para a citometria de fluxo, os quais
foram incubados volume/volume com soro normal de rato (diluicao 1:10 em PBS)
sob refrigeracdo por 15 minutos para bloqueio. A suspensdo foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e o botdo de células ressuspenso e incubado com 1ul de
anticorpo anti-CD8 marcado com ficoeritrina e anticorpo anti-CD4 marcado com
isotiocianato de fluoresceina (Biosource, Camarillo - California), sob refrigeragao e
ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds a marcagao, a suspensao foi centrifugada,
lavada por trés vezes em PBS e, finalmente, ressuspensa em 1 ml de solugao
fixadora de paraformaldeido 0.1% em PBS. A coleta de dados foi feita no citometro
de fluxo Coulter XL-MCL (Beckman-Coulter, Brea, CA, EUA) localizado no Centro
de Investigacdo em Pediatria (CIPED — FCM/UNICAMP) e a andlise dos dados

utilizou o programa EXPO (Applied Cytometry Systems, Dinnington, Sheffield,

Inglaterra).
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3.6. Avaliacao da Participacao de Citocinas Pré-inflamatorias (TNF e IFN-vy) na

Atrofia Timica.

3.6.1. Dosagem de TNF e IFN-y por ELISA

A dosagem de citocinas foi realizada no soro e sobrenadante do macerado
de timo e bago de camundongos susceptiveis e resistentes as 24 horas e aos 3,5, 7 e
14 dias pi, utilizando os kits DuoSet (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).

As placas foram sensibilizadas com anticorpos de captura (anti-TNF ou anti-
IFN-v) durante toda a noite a temperatura ambiente e lavadas com PBS-Tween 20
0,05%. Procedeu-se, entdo, o bloqueio dos sitios inespecificos com tampao de
bloqueio (PBS + 5% de leite em p6 desnatado) por 1 hora a temperatura ambiente.
Apos a lavagem, os padroes (TNF ou IFN-y recombinantes), em dilui¢oes
crescentes para construcao da curva, e as amostras foram adicionados a placa,
seguindo-se sua incubagao por 2 horas a 37°C e posterior lavagem. Foi realizada
entdo, a incubagao por 2 horas com os anticorpos de detec¢ao biotinilados (anti-
TNF ou anti-IFN-y). Apds a lavagem, realizou-se a incubagdo com o conjugado
avidina-peroxidase a 37°C por 1 hora, sendo este entao desprezado e as placas
lavadas. Adicionou-se, finalmente, o substrato (H202) em tampao citrato-acido
citrico com o cromdgeno orto-fenil-diamina (OPD) e apds 30 minutos as reagdes
foram bloqueadas pela adigao de 25ul de H250: 2N a cada pogo da placa. A

absorbancia foi lida em 492nm.

3.6.2. Deteccao In Situ de TNFE e IFN-y no Timo

A deteccao de TNF e IFN-v foi feita em cortes de tecido de camundongos

controles ou infectados com P. brasiliensis fixados com formalina tamponada,
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utilizando-se anticorpos primarios anti-TNF ou IFN-y (Peprotech, Rocky Hill, NJ)
e o kit de amplificagaio CSA (Dako, Carpinteria, CA). Primeiramente, os cortes
foram desparafinizados, hidratados e tratados com H:0: 3% em metanol para
bloqueio da peroxidase enddgena. A seguir, procedeu-se a recuperagao antigénica
com acido citrico 0,01M pH 6.0 em vapor fluente por 30 minutos. Foram realizados,
entdo, bloqueio com soro normal de cabra e soro normal de camundongo em PBS
molico 10% e a incubagao com o anticorpo primario, anti-TNF ou IFN- y por 30
minutos a 37°C e durante toda a noite a 4°C.

O material foi incubado com o anticorpo secundario biotinilado (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) por 30 minutos a 37°C. Em seguida, procedeu-se a
amplificacdo da reacdo com o kit CSA em 3 etapas de 15 minutos cada: (i)
incubacdao com estreptoavidina e biotina-peroxidase, (ii) incuba¢do com tiramida
biotinilada e (iii) estreptoavidina-peroxidase, intercaladas por 3 lavagens em PBS
de 5 minutos cada, sob agitagdo. A revelacdo foi feita utilizando H:O: como
substrato e 3,3-Diaminobenzidina (DAB) como cromogeno e o tecido foi
contracorado com Hematoxilina de Harris. Os controles positivos foram feitos
através da utilizacdo de granulomas macrofagicos observados em bago de
camundongos resistentes infectados com P. brasiliensis e os negativos pela omissao

do anticorpo primario.

3.6.3. Infeccao Experimental de Camundongos TNFRp557 e IFN-y".

Camundongos C57Bl/6 wt, TNFRp55” e IFN-y” foram inoculados
intraperitonealmente com 5x10° leveduras de P. brasiliensis da cepa Pb18 contidas

em 0,5 ml de PBS.
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Lotes de 4 animais foram pesados e sacrificados 0, 3 e 7 dias apds a
inoculacdo. O timo foi coletado e pesado para andlise do peso e, ainda, submetido
ao processamento histologico de rotina, coloragao por hematoxilina-eosina e

deteccao de apoptose in situ pela técnica TUNEL, conforme descrito no item 3.4.6.

3.7. Avaliacao da Resposta Imunoldgica.

3.7.1. Andlise das Lesoes Induzidas pelo P. brasiliensis no Figado e no Bago:

O figado e o baco de camundongos A/] e B10.A infectados 5x10° leveduras
de P. brasiliensis da cepa Pb18 foram retirados apds 24 horas e 3, 5, 7 e 14 dias de
inoculagao. Estes orgaos foram fixados em formalina tamponda por 24 horas e
submetidos a rotina histologica para inclusao em parafina, coloracdao por

hematoxilina-eosina e analise por microscopia de luz..

3.7.2. Andlise das Subpopulagdes de Linfdcitos T no Bago:

A andlise das subpopulagoes CD4+ e CD8+ no bago em camundongos A/J e
B10.A controles ou infectados com a cepa Pbl8 foi feita através de citometria de

fluxo seguindo-se a metodologia descrita no item 3.5.3.

3.7.3. Resposta Proliferativa frente a Concanavalina A (ConA):

A avaliagio da reposta proliferativa frente a ConA foi feita em
camundongos susceptiveis e resistentes inoculados com 5x10° leveduras de
P. brasiliensis da cepa Pb18. Apds 1, 3, 5, 7, 14 e 28 dias de inoculagdao os animais
foram sacrificados e o timo e o bago foram removidos. Estes 6rgaos foram lavados

em PBS estéril gelado e macerados com peneira e émbolo estéreis em meio RPMI
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1640 (Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(Cultilab, Campinas, Brasil) e antibidticos. A suspensao celular resultante foi
centrifugada por 10 minutos a 300g a 4°C e o botao de células ressuspenso em 1 ml
de meio RPMI completo. Nas suspensoes de células esplénicas procedeu-se ainda a
lise das hemadcias com tampao de lise (NH«Cl 155 mM, KHCOs 10 mM e EDTA
1mM).

As células foram cultivadas em triplicata em placas de poliestireno de 96
pocos na concentracao final de 5 x 10° células/pogo, com ou sem 2 pg/ml de ConA,
por 3 dias a 37°C em atmosfera imida com 5 % de COz.. Apds este periodo foram
adicionados 10 pl de MTT (Dimetiltiazol-2-il Difenil Brometo de Tetrazélio) em
cada pogo (5 mg/ml), procedendo-se incubagao adicional por 4 horas. Acrescentou-
se, a seguir, 100 ul de SDS 5% em HCl 0,01N e a cultura foi mantida até a manha
seguinte a 37°C em atmosfera tmida com 5 % de CO:. Procedeu-se entao a leitura
da absorbancia a 540nm.

A resposta proliferativa foi estimada como o aumento na densidade Optica
observada nos pogos cultivados com o mitdégeno em relagao a verificada nos pogos

cultivados somente com meio, e os valores foram expressos como porcentagem.

3.8. Analise Estatistica

Quando cabivel, os resultados foram avaliados por meio do software
GraphPad Instat versao 3.0 (1997). Os valores obtidos foram submetidos a Analise
de Variancia de 1 Via (ANOVA), seguida pelo Teste de Comparagoes Multiplas de
Dunnet, considerando-se diferencas estatisticamente significantes quando o valor

do p foi igual ou menor que 0,05.
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Peso do Timo (g)

4.1. Influéncia da Viruléncia do P. brasiliensis na Indu¢ao de Atrofia Timica em

Camundongos Susceptiveis e Resistentes.

4.1.1. Peso do Timo

O peso do timo sofreu reducao independente da linhagem ou da cepa
fangica empregadas (Figura 1). Os animais inoculados com a cepa Pbl8
apresentaram redugao somente aos 3 dias pi (Figura 1A), enquanto os infectados
com Pb265 apresentaram além desta, uma queda acentuada no peso do timo aos 7

dias de inoculagao (Figura 1B).
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Figura 1: Avaliacao do peso do timo em camundongos A/J] e B10.A infectados com
P. brasiliensis. Camundongos controle (dia 0), infectados com Pb18 (A) ou Pb265
(B). Os valores representam o peso médio encontrado em 4 animais + o desvio
padrao. * p<0,05; ** p<0,01 (Teste de comparagdes multiplas de Dunnett, animais

infectados comparados com nao infectados).
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Numero de Células (107)

4.1.2. Celularidade no Timo

A infeccdo pelo P. brasiliensis levou a uma significativa redugao no niimero
de células presentes no timo tanto de camundongos susceptiveis quanto
resistentes. Ambas as linhagens apresentaram um pico de atrofia aos 3 dias pi e

uma nova redugao aos 7 dias de inocula¢ao, como demonstra a Figura 2.
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Figura 2: Avaliacdo da celularidade do timo em camundongos A/] e B10.A
infectados com P. brasiliensis. Camundongos controle (dia 0), infectados com Pb18
(A) ou Pb265 (B). Os valores representam o numero médio de células encontrado
em 4 animais * o desvio padrao. * p<0,05; ** p<0,01 (Teste de comparagdes

multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nao infectados).
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4.1.3. Achados Histopatoldgicos no Timo

4.1.3.1. Animais Resistentes (Linhagem A/])

Os camundongos controles inoculados com o veiculo apresentaram a
histologia normal do timo (Figura 3A), enquanto os infectados com a cepa
virulenta Pb18, logo ao primeiro dia da infeccao, mostraram rarefagao do cortex
timico e presenca de células com nticleo picnoético constituindo um padrao em céu-
estrelado (Figura 3B). Os animais infectados com a cepa Pb265 também
apresentaram alteragOes corticais, porém, estas foram menos intensas (Figura 3C).
Nesse mesmo periodo, a regido medular se mostrou, por outro lado, mais
densamente povoada do que em animais controle e muitos neutrdfilos puderam
ser visualizados, especialmente préximos aos corpusculos de Hassall (dados nao
mostrados).

O aumento no niumero de células em apoptose sugerido pela rarefacao da
camada cortical e ocorréncia de células com ntcleo picnoético foi avaliado pela
reagao TUNEL. Em comparacao com os camundongos controle (Figura 4A), os
animais infectados apresentaram aumento no nimero de células em apoptose, em
menor intensidade nos infectados com a cepa Pb18 (Figura 4B) e mais pronunciada
naqueles infectados com a cepa Pb265 (Figura 4C). Em ambos os grupos, uma taxa

elevada de apoptose foi verificada ao longo de todo o periodo experimental.
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Figura 4: Apoptose no timo de camundongos A/] infectados com P. brasiliensis. Controle (A), 3 dias apds a
infeccao com a cepa Pb18 (B) e 24 horas apds a inoculag¢ao com a cepa Pb265 (C). Notar o aumento no namero de
células em apoptose (—) nos animais infectados. Método TUNEL contracorado com Verde de Metila. Aumento

original: 200x.



Aos 3 dias de inoculagao, em ambos os grupos, a delimitacao entre cértex e
medula tornou-se mais ténue, ou mesmo perdeu-se completamente como pode ser
observado na Figura 5. Neste periodo, a regido cortical mostrou-se rarefeita e a
medular mais densamente povoada enquanto a cdpsula timica apresentou-se mais
espessa e menos organizada que o normal.

A delimitacao corticomedular foi recuperada ja aos 5 dias pi em ambos os
grupos. Em um camundongo infectado com a cepa Pb18 notou-se a presenca de
uma cavidade na medula timica revestida por epitélio cubico ciliado (Figura 6A).
Notou-se ainda, em animais inoculados com esta cepa, a hipertrofia dos linfonodos
paratimicos (Figura 6B) que apresentavam centros germinativos evidentes com
células em apoptose e varios neutrofilos e plasmocitos em meio ao estroma.

Aos 7 dias de infec¢do, independente da cepa empregada, o timo mostrou
um padrao histoldgico semelhante ao encontrado nos animais controle. Linfonodos
paratimicos foram encontrados nos dois grupos experimentais e apresentaram
caracteristicas semelhantes as observadas aos 5 dias pi. A presenca destes foi
observada até os 14 dias pi nos animais inoculados com Pb18.

Leveduras de P. brasiliensis foram detectadas, por imuno-histoquimica, ao
longo de todo o periodo experimental sempre na regiao medular (Figura 6C).
Entretanto, o nimero de fungos foi maior nos animais inoculados com a cepa de

alta viruléncia Pb18.
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Figura 5: Perda da delimitagdao corticomedular no timo camundongos A/] infectados com P. brasiliensis.

Camundongos controle (A) e 3 dias ap0s a infec¢ao com Pb18 (B) ou Pb 265 (C). Notar a perda da regionalizacao

nos camundongos infectados. Coloracao HE. Aumento original 100x.
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Figura 6: Timo e linfonodo paratimico de camundongos A/J infectados com P. brasiliensis.
A. Timo com cavidade revestida por epitélio ciliado. 5 dias pi. Coloragao HE. Aumento original: 1.000x.

B. Linfonodo paratimico mostrando centro germinativo com células em apoptose (:7) 5 dias pi. Coloracao HE.
Aumento original: 200x.
C. Medula timica mostrando levedura de P. brasiliensis (—). 14 dias pi. Imuno-histoquimica contracorada com

Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1.000x.



Infiltrados inflamatdrios foram observados no timo ao longo de todo o
periodo experimental. As 24 horas pi observou-se, nos animais infectados com a
cepa Pbl8 ocorréncia de um discreto infiltrado na cépsula, contendo células
grandes com nucleo arredondado e células alongadas com nucleo fusiforme,
também presentes em animais nao infectados, além de alguns neutrdfilos e
eosinofilos, estes ultimos somente presentes nos animais infectados (Figura. 7A)
Estes eventos histoldgicos, se repetiram em animais infectados com a cepa de baixa
viruléncia, porém em intensidade menor.

Um infiltrado inflamatdrio granulocitico, mais evidente em camundongos
infectados com a cepa virulenta, também foi observado proximo a capsula aos 3
dias de infeccao (Figura 7B). Este infiltrado evoluiu, em ambos os grupos, até os 7
dias de infecc¢do, periodo em que abrigava também numerosos plasmocitos (Figura

7C). A partir dai houve regressao na intensidade do infiltrado.
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Figura 7: Infiltrado inflamatorio na cadpsula timica de camundongos A/J infectados com P. brasiliensis.

A. Regiao capsular do timo de camundongo infectado com a cepa Pb18, mostrando varios granuldcitos (—).
24 horas pi. HE. Aumento original: 1.000x.

B. Periferia cortical mostrando infiltracdo por polimorfonucleares (—) em timo de camundongo infectado
com a cepa Pb18. 3 dias pi. HE. Aumento original: 1.000x.

C. Capsula timica em camundongo infectado com a cepa Pb265 mostrando infiltrado inflamatdrio composto

predominantemente por plasmocitos. 7 dias pi. HE. Aumento original: 400x.




4.1.3.2. Animais Susceptiveis (Linhagem B10.A)

De modo semelhante ao observado nos camundongos da linhagem A/], 24
horas pi, o cortex timico mostrava-se normal nos camundongos B10.A inoculados
com PBS (Figura 8A) e rarefeito nos camundongos infectados com P. brasiliensis,
sendo que a presenca de restos celulares e histidcitos conferia a essa regiao um
padrao em “céu-estrelado” (Figuras 8B e 8C). Foram ainda observados grupos de
células com ntucleo picnédtico na medula timica (dados nao mostrados).

O aumento na taxa de apoptose nessa linhagem também foi observado por
meio da técnica TUNEL (Figura 9). Os animais infectados com a cepa Pb18
demonstraram um consideravel aumento na taxa de apoptose desde as 24 horas pi;
embora tenha ocorrido um decréscimo apds o 3° dia de experimentagao, os niveis
de apoptose permaneceram superiores aos habituais durante todo o periodo
experimental. De modo semelhante, camundongos infectados com a cepa Pb 265
apresentaram elevacgao na taxa de apoptose e esta também se manteve acima do
normal até o fim do periodo de experimentacao.

Decorridos 3 dias da inoculagao, independente da cepa utilizada para a
infeccao, o timo dos camundongos B10.A apresentava padrao histoldgico
semelhante, caracterizado pela perda da regionalizagao (Figura 10). A regido
cortical apresentava redugao na densidade de timdcitos e aumento no nimero de

células estromais (Figura 11).
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Figura 8: Cortex timico em camundongos B10.A infectados com P. brasiliensis. Controle (A), 24 horas apos a

infeccdo com Pb18 (B) e Pb 265 (C). Notar a rarefacao do cértex e a ocorréncia de um padrao em céu-estrelado.

Coloracao HE. Aumento original: 200x.
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Figura 9: Apoptose no timo de camundongos B10.A infectados com P. brasiliensis. Controle (A), 24 horas apos a

infeccao com a cepa Pb18 (B) e 3 dias apos a inoculagao da cepa Pb265 (C). Notar aumento no ntimero de células

em apoptose (—) nos camundongos infectados com P. brasiliensis. Método TUNEL contracorado com Verde de

Metila. Aumento original: 200x.
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Figura 10: Perda de delimitagao corticomedular no timo de camundongos B10.A infectados com P. brasiliensis.

Camundongos controles (A) e 3 dias ap6s a infeccao com Pb18 (B) ou Pb265 (C). Notar a perda da delimitacao
corticomedular nos camundongos inoculados com a cepa Pb18 (B) e atenuagdo nos inoculados com a cepa

Pb265. Coloragao HE. Aumento original 100x.
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Figura 11: Rarefacdo do cértex timico em camundongos B10.A infectados com P. brasiliensis. Camundongos

controles (A) e 3 dias apds a infecgao com Pb18 (B) ou Pb 265 (C). Notar a rarefacdo da camada cortical e o

aumento no numero de células estromais (*). Coloracao HE. Aumento original: 1.000x.




Aos 5 dias de inoculagao a arquitetura timica foi recuperada em ambos os
grupos. Neste periodo, nos animais infectados com a cepa Pbl8 foi possivel
identificar, proximo ao timo, linfonodos paratimicos, os quais apresentavam
centros germinativos com macréfagos contendo restos celulares (Figura 12A), além
de varias leveduras de P. brasiliensis (Figura 12B), localizados na regidao proxima a
capsula.

A hipertrofia dos linfonodos paratimicos foi observada também aos 14 dias
pi, desta vez também em animais inoculados com a cepa nao virulenta. Em ambos
os grupos, os linfonodos apresentavam centros germinativos, macréfagos com
restos celulares e intensa infiltracio neutrofilica. O timo mostrou padrao
histoldgico normal.

Por meio da técnica de imuno-histoquimica investigamos a presenca do P.
brasiliensis no timo. Em animais infectados com a cepa virulenta Pbl8, figuras
leveduriformes foram observadas desde 24 horas pi e estiveram presentes no timo,
embora em menor numero, até os 14 dias de inoculacdo. O timo de animais
infectados com a cepa Pb265 apresentou menos leveduras e estas desapareceram
apds 7 dias de inoculagdo. Assim como na linhagem A/], as leveduras de P.

brasiliensis foram encontradas somente na regiao medular.
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Figura 12: Linfonodos paratimicos de camundongos B10.A infectados com P. brasiliensis.

A. Linfonodo paratimico mostrando macréfagos contendo restos celulares (—).

Coloracao HE. 7 dias pi. Aumento original: 400x.

B. Linfonodo paratimico com leveduras de P. brasiliensis (—). 7 dias pi. Imuno-

histoquimica contracorada com Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1.000x.
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Assim como observado em camundongos resistentes, o timo dos
camundongos susceptiveis infectados com a cepa Pbl8 apresentou infiltrado
inflamatdrio capsular, caracterizado pela ocorréncia de neutrofilos desde 24 horas
pi (Figura 13A), que foi mantido ao longo da infeccao e tornou-se mais
pronunciado aos 7 dias pi. Neste periodo, camundongos infectados com a cepa
Pb265 também apresentaram infiltrado capsular com grande ntmero de
plasmocitos envolvendo quase todo o timo (Figura 13B).

Embora as modificagdes histoldgicas tenham obedecido a0 mesmo padrao
nos dois grupos experimentais, cabe ressaltar que as alteracdes foram mais
pronunciadas e precoces em camundongos inoculados com a cepa de alta

viruléncia Pb18.

4.1.4. Viabilidade do P. brasiliensis no Timo

Nao foram recuperadas leveduras viaveis de P. brasiliensis no timo em
nenhum dos periodos de infeccao estudados independente da cepa ou linhagem
envolvida, embora, tenha ocorrido recuperagao destas a partir de amostras de

figado e o bago (dados nao mostrados).

Tendo em vista que as principais altera¢des observadas no timo ocorreram
quando da inoculagao da cepa virulenta Pb18, optou-se por utilizar somente este
isolado no restante dos experimentos. Assim, todos os resultados descritos a partir

daqui foram obtidos utilizando-se a cepa Pb18.
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Figura 13: Infiltrado inflamatorio no timo e capsula timica de camundongos B10.A infectados
com P. brasiliensis. Coloracao HE.
A. Medula timica em camundongo infectado com a cepa Pbl8, mostrando varios
granuldcitos (—). 24 horas pi. Aumento original: 1.000x.
B. Capsula timica apresentando infiltrado com varios plasmdcitos (—) em camundongo

inoculado com a cepa Pb265. 7 dias pi. Aumento original: 400x.



4.2. Alteragcdes Morfofisioldgicas no Timo de Camundongos Susceptiveis e

Resistentes a Paracoccidioidomicose Experimental.

4.2.1. Andlise Morfométrica

4.2.1.1. Area Total do Timo

A drea total do timo mostrou-se significativamente diminuida em ambas as
linhagens (Figura 14) apds a infeccao com a cepa Pb18 de P. brasiliensis. A
redugao na drea teve inicio apds 3 dias de inoculagao e, apesar de uma pequena

recuperacao aos 5 dias, perdurou até os 14 dias pi.
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Figura 14: Avaliacao da area total do timo em camundongos A/] e B10.A infectados
com P. brasiliensis. Camundongos controle (dia 0) ou infectados com Pb18. Os
valores representam a area média encontrada em 4 animais *+ o desvio padrao. *
p<0,05; ** p<0,01 (Teste de comparagdes multiplas de Dunnett, animais infectados

comparados com nao infectados).
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4.2.1.2. Razao entre Cortex e Medula Timica
A razao entre a area cortical e a area medular mostrou tendéncia a reducgao

24 horas pi. Apds o 7° dia de inoculagdo houve aumento desta razao, como pode

ser observado na Figura 15.
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Figura 15: Avaliacdo da razao entre cdrtex e medula no timo de camundongos A/J
e B10.A infectados com P. brasiliensis. Camundongos controle (tempo 0) ou
infectados com Pbl8. Os valores representam a razao média encontrada em 4
animais * o desvio padrdo. ND: Nao determinado. * p<0,05 (Teste de comparagoes

multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nao infectados).
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4.2.2. Analise Ultra-estrutural do Timo

4.2.2.1. Camundongos Resistentes (A/])

Nestes camundongos, logo as 24 horas pi notou-se que o cdrtex timico
encontrava-se menos regular e organizado do que nos controles. Timocitos e
células do estroma cortical mostraram sinais de degeneragao, como intensa
vacuolizacao (Figura 16A) e desorganizacdo de mitocondrias (Figura 16B).
Macréfagos com vactiolos fagociticos, contendo restos de células em apoptose
também foram observados (Figura 16C). Além disso, véarios eosinofilos,
normalmente raros neste tecido, foram observados apds a infecgao.

Aos 3 dias pi, verificou-se a presenca de muitos eosindfilos, além de
fibroblastos e mastdcitos (Figura 17A). Embora neste periodo tenha ocorrido uma
reducdo na quantidade de vactiolos observados, em algumas células estromais
observamos dilatagao das cisternas do reticulo endoplasmatico (Figura 17B).

Ap0s 5 dias de inoculagdo, o cértex mostrava-se ainda menos uniforme do
que nos animais controle, os timdcitos apresentavam citoplasma mais abundante,
nucleo menos condensado e um numero maior de mitocondrias; restos celulares e
corpos apoptoticos eram ainda vistos em abundancia (Figura 17C). Varias figuras
de mitose também foram observadas (dados nao demonstrados).

Ap0s este periodo as alteragdes timicas mostraram-se menos pronunciadas e

tenderam a resolucao.
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Figura 16: Andlise ultra-estrutural do timo de camundongos A/J inoculados com P. brasiliensis.
D. Vacutolos presentes em célula estromal do cértex timico (¥). 24 horas pi. Aumento original:
12.930x.
E. Degeneracao de mitocondrias em timocitos corticais (*). 24 horas pi. Aumento original: 16.700x.

F. Macréfago com vacuolos fagociticos (*) e corpo apoptotico (—). 3 dias pi. Aumento original:

7.750x.
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Figura 17: Ultra-estrutura do timo de camundongos A/J inoculados com P. brasiliensis.

A. Mastdcito presente no cortex timico (—). 3 dias pi. Aumento original: 3.597x.

B. Dilatacdo do reticulo endoplasmatico (*) em célula do estroma. 3 dias pi. Aumento
original: 6.000x.

C. Coértex timico mostrando timdcitos com citoplasma abundante e ntcleo pouco

condensado. Corpos apoptéticos também sdo vistos (—). 5 dias pi. Aumento original: 2.784x
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4.2.2.2. Camundongos Susceptiveis (B10.A)

Ap0s 24 horas de inoculagdo notou-se aumento no numero de células em
apoptose, caracterizadas por apresentarem ntcleos altamente condensados (Figura
18A). Muitas células com vactolos e mitocondrias degeneradas também foram
observadas (Figuras 18B e 18C).

Aos 3 dias pi varios granuldcitos foram observados, especialmente na
medula timica, além de vdarias células em apoptose e também macrofagos com
diversos vacuolos fagociticos. Muitas células em apoptose (Figura 19A) e timocitos
com citoplasma eletronluminescente e organelas degeneradas (Figura 19B) foram
ainda vistos aos 5 dias de inoculacdo. Neste periodo, muitas células em divisao
também foram observadas no cortex timico (Figura 19C).

Nesta linhagem, mesmo apds 14 dias de inoculagao, o timo manteve uma
taxa de apoptose elevada caracterizada pela ocorréncia de grande numero de
timocitos com citoplasma eletronluminescente e nucleo altamente condensados

(Figura 19D).
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Figura 18: Andlise ultra-estrutural do timo de camundongos B10.A inoculados

P. brasiliensis.
A. Células do cortex timico em apoptose (*). 24 horas pi. Aumento original: 4.646x.
B. Timocito com mitocdndria degenerada (—). 24 horas pi. Aumento original: 12.930x

C. Timdcito apresentado vactolos (—). 24 horas pi. Aumento original: 6.000x
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Figura 19: Ultra-estrutura do timo de camundongos B10.A inoculados com P. brasiliensis.
A. Cortex timico mostrando células em apoptose (*). 5 dias pi. Aumento original: 4.646x.
B. Timocito apresentando organelas degeneradas. 5 dias pi. Aumento original: 21.560x.
C. Cortex timico com timocitos em divisao (—). 5dias pi. Aumento original: 3.597x.
D. Cértex timico contendo timdcitos com citoplasma eletronluminescente e ntcleo altamente

condensado. 14 dias pi. Aumento original: 2.784x.
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Timécitos (%)

4.2.3. Quantificacao das Subpopulacdes de Timocitos

A quantificacdo das subpopulag¢des de timocitos foi feita por citometria de
fluxo. Os camundongos da linhagem A/] ndo apresentaram alteragdes

significativas nestas subpopulacdes ao longo de toda a infeccao experimental com

a cepa Pb18 (Figura 20).
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Figura 20: Avaliacdo das subpopulagdes de timocitos em camundongos A/]
infectados com P. brasiliensis por citometria de fluxo. Os valores expressam a
porcentagem meédia encontrada em 4 animais * o desvio padrao e sao

representativos de dois experimentos independentes.
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Os camundongos da linhagem B10.A quando infectados com Pb18, por
outro lado, apresentaram no 5° dia pi uma tendéncia de redugao nas populagdes
examinadas exceto que houve um aumento significativo na porcentagem de

timocitos CD4+CD8- como apresentado na Figura 21.
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Figura 21: Avaliacdo das subpopula¢des de timocitos em camundongos B10.A
infectados com P. brasiliensis por citometria de fluxo. Os valores expressam a
porcentagem meédia encontrada em 4 animais * o desvio padrao e sdo

representativos de dois experimentos independentes. ** p<0,01: Teste de

comparagoes multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nao

infectados (dia 0).
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4.3. Participacao de Citocinas Pro-inflamatdrias (TNF e IFN-vy) na Atrofia Timica.

4.3.1. Dosagem Sérica
A dosagem sérica de TNF e IFN-y por ELISA foi negativa tanto nos animais
controle quanto nos infectados com a cepa Pbl8, independente da linhagem

empregada e do periodo experimental avaliado.

4.3.2. Dosagem no Sobrenadante do Macerado de Timo e Bago

Tendo em vista que a dosagem sérica de TNF e IFN-y mostrou-se sempre
negativa, provavelmente por estas citocinas estarem presentes em niveis abaixo do
limite minimo de deteccao do “kit” utilizado, optou-se pela pesquisa direta no
timo e no bago, utilizando o sobrenadante do macerado destes érgaos. Entretanto,

esta pesquisa também resultou negativa.

4.3.3. Deteccao In Situ de TNF e IFN-y no Timo

Considerando os varios relatos na literatura sobre a participacao do IFN-vy e,
principalmente, do TNF na atrofia timica, a presenca destas citocinas in situ foi
verificada através da técnica imuno-histoquimica, a despeito dos resultados

negativos obtidos na dosagem no soro e macerado de timo e bago.
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4.3.3.1. Deteccao de IFN-y no Timo

O padrao de positividade para IFN-y no timo foi semelhante em
camundongos A/] e B10.A, assim, a descri¢ao das altera¢des sera feita em conjunto.

Nos camundongos nao infectados, foram observadas células positivas para
IFN-y em todo o timo. Estas se caracterizavam por serem grandes, apresentarem
nucleo frouxo e citoplasma abundante, e estavam localizadas principalmente na
regiao cortical e na juncao cortico-medular. Nos animais infectados com P.
brasiliensis, o aspecto das células positivas foi semelhante ao observado nos
controles (Figura 22A), entretanto, estas se encontravam em menor quantidade e

mais concentradas na regiao medular, especialmente no 5° dia de infeccao.

4.3.3.2. Deteccao de TNF no Timo

Na medula timica dos camundongos controles, foram observadas varias
células dispersas intensamente marcadas para TNF, estas células eram grandes e
possuiam abundante citoplasma (Figura 22B).

Apds a infeccdo com P. brasiliensis houve reducao na quantidade e na
intensidade de marcacao destas células (Figura 22C). Por outro lado, algumas
células pequenas mostraram-se positivas no cortex. A partir do 7° dia de infeccao,
o padrao de marcagao foi restituido nos animais infectados.

Camundongos B10.A controle apresentaram poucas células marcadas na
medula e com menor intensidade. Embora as alteracoes observadas nesta linhagem
tenham sido semelhantes as encontradas na linhagem A/], o padrao normal foi
restabelecido logo aos 5 dias de inocula¢ao (dados nao demonstrados).

Tendo em vista as alteragdes observadas no padrao de expressao destas

citocinas durante o processo de atrofia timica induzida pelo P. brasiliensis, optou-se
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pela utilizacdo de camundongos nocautes para o IFN-y (IFN-y") e camundongos
nocautes para o receptor p55 de TNF (TNFRp557) para um melhor entendimento
do papel destas citocinas na atrofia timica induzida pela paracoccidioidomicose
experimental. Os resultados encontrados nestes camundongos inoculados com a

cepa Pb18 sao descritos a seguir.

69



0L

T ot
o

(+) O Y o)

Figura 22: Imuno-histoquimica para detecgao in situ de IFN-y e TNF em camundongos controles ou infectados
com P. brasiliensis. Contracoloracao com Hematoxilina de Harris. Aumento original: 1.000x.
A. Medula timica de camundongo A/], mostrando célula intensamente marcada. 7 dias apos a infec¢ao com
P. brasiliensis. Imuno-histoquimica para IFN-y.
B. Medula timica de camundongo A/] controle, mostrando célula intensamente marcada. Imuno-

histoquimica para TNF.

C. Medula timica de camundongo A/J 24 horas apds a infec¢do com Pbl8, mostrando célula fracamente

marcada. Imuno-histoquimica para TNF.



4.3.4. Infeccao Experimental em Camundongos TNFRp557 e IFN-y"

4.3.4.1. Peso Timico

Os camundongos C57Bl/6 wt e C57Bl/6 TNFRp557 apresentaram atrofia
timica significativa aos 3 e 7 dias pi, entretanto, cabe ressaltar que os selvagens
sofreram uma reducao brusca com tendéncia a recuperagao, enquanto os
TNFRp557-apresentaram uma redugao mais lenta e gradativa, como pode ser
verificado na Figura 23. Os camundongos C57Bl/6 IFN-y7 nao sofreram atrofia

timica significativa.
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Figura 23: Avaliacdo do peso do timo em camundongos C57Bl/6 wt, IFN-y” e
TNFRp557 infectados com P. brasiliensis. Os valores representam o peso médio
encontrado em 3 animais + o desvio padrao. (Teste de comparagdes multiplas de
Dunnett: * p<0.05, ** p<0.01 animais infectados comparados com controles (dia 0);

# p<0.05 animais nocautes (-/-) comparados com os selvagens (wt).
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4.3.4.2. Analise Histopatoldgica do Timo

Os camundongos C57Bl/6 wt quando infectados pelo P. brasiliensis
apresentaram alteragoes histologicas semelhantes as observadas nas linhagens A/J
e B10.A. A principal delas foi a perda da delimitacao corticomedular aos 3 dias de
inoculagao (Figura 24).

Nos camundongos IFN-y7 nao verificamos altera¢des na arquitetura timica
e as regides cortical e medular puderam ser claramente distintas durante toda a
fase aguda da infeccao (Figura 24).

Os camundongos TNFRp557, como previamente descrito na literatura,
apresentaram desenvolvimento normal do timo, com peso e arquitetura
preservados (Figura 25A). A infeccao pelo P. brasiliensis, contudo, levou a
atenuacao da delimitacdao corticomedular semelhante aquela ocorrida nos

camundongos selvagens, como pode ser observado na Figura 25B.

72



Figura 24: Timo de camundongos C57Bl/6 wt ou IFN-y” controles ou infectados com

P. brasiliensis. Notar clara delimitagao corticomedular em camundongos wt (A) e nocautes (B)
antes da infecgao e a perda desta delimitacao 3 dias pi em camundongos wt (C), mas ndo em

IFN-y7 (D). Coloragao HE. Aumento original: 100x.
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Figura 25: Timo de camundongo C57Bl/6 TNFRp557 controle ou infectado com P. brasiliensis. Notar
clara delimitagao corticomedular em camundongo ndo infectado (A) e a atenuagao desta 3 dias apds

a infecgao (B). Coloragao HE. Aumento original: 100x.
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4.3.4.3. Deteccao de Apoptose

Assim como observado nas linhagens A/] e B10.A, os camundongos C57Bl/6
wt apresentaram aumento nos niveis de apoptose timica apos a infecgao com o P.
brasiliensis, como demonstra a Figura 26. Os niveis apoptdticos mostraram-se
bastante elevados aos 3 dias pi e menos elevados aos 7 dias pi, embora ainda
maiores do que no timo de animais nao infectados.

Os camundongos TNFRp557 mostraram altos niveis de apoptose antes da
infeccao (Figura 27A). Apods a infec¢ao, os niveis de apoptose diminuiram (Figura

27B) e permaneceram baixos mesmo apds 7 dias de inoculagao (Figura 27C).
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Figura 26: Apoptose no timo de camundongos C57Bl/6 wt infectados com P. brasiliensis. Controle (A) e 3 ou 7

dias apds a infeccao (B e C, respectivamente). Método TUNEL contracorado com Verde de Metila. Aumento

original: 100x.
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Figura 27: Apoptose no timo de camundongos C57Bl/6 TNFRp55 infectados com P. brasiliensis. Controle (A) e 3
ou 7 dias apds a infeccao (B e C, respectivamente). Método TUNEL contracorado com Verde de Metila.

Aumento original: 100x.



4.4. Analise de Parametros da Resposta Imunoldgica em Camundongos A/] e

B10.A Infectados com P. brasiliensis.

4.4.1. Andlise Histopatoldgica das Lesoes Induzidas pelo P. brasiliensis em Figado e

Baco.

A analise histopatologica das lesoes induzidas pelo P. brasiliensis foi feita
para a avaliacao do padrao de resposta imune de cada linhagem frente a infec¢ao
pelo P. brasiliensis.

Inicialmente, as lesdes foram similares nas duas linhagens e caracterizaram-
se pela ocorréncia de infiltrados inflamatorios ricos em neutrdfilos, com poucos
macrofagos e linfocitos, envolvendo leveduras de  P. brasiliensis com aspecto bem
preservado tanto no bac¢o quanto no figado (Figura 28A). Com a evolucao da
infeccao, o perfil histologico alterou-se, havendo um predominio de células
mononucleares (Figura 28B). Apesar disso, em camundongos A/J], um grande
numero de neutrofilos persistia em meio as lesdes (Figura 28C).

Estas lesdoes assumiram aspecto granulomatoso, com predominancia de
células mononucleares e aparecimento de macréfagos com aspecto epitelidide. A
partir dai, os granulomas tornaram-se mais organizados, e caracterizaram-se, em
sua maioria, pela presenca de centros necrdticos com fungos e restos celulares,
cercados por uma camada de macrofagos, linfocitos e células epitelidides e, mais
externamente, por uma capa de tecido conjuntivo (Figura 29A e 29B). Em
camundongos resistentes, estes granulomas eram mais organizados, compactos e

melhor delimitados (Figura 29B).
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Camundongos resistentes mostraram lesdes com tendéncia a resolucao,
caracterizadas por granulomas compactos (Figura 29C) compostos por macrofagos,
grande numero de células epitelidides, linfécitos e poucos fungos (Figura 29D).

Até o periodo de 14 dias pi, os camundongos susceptiveis nao mostraram
tendéncia a resolucao da infec¢ao. Os granulomas encontrados eram frouxos, com
poucas células epitelidides, sem a presenca de halos linfocitarios (Figuras 30A e
30B) e com um grande nimero de leveduras de  P. brasiliensis em multiplicagao

(Figura 30C).
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Figura 28: Infiltrados inflamatdrios induzidos por P. brasiliensis (cepa Pb18) em bago e figado de

camundongos A/] e B10.A. Coloragao HE.
A. Infiltrado neutrofilico em bago de camundongo A/J. 24 horas pi. 100x.

B. Infiltrado predominantemente mononuclear em figado de camundongo B10.A. 3 dias pi.

600x.

C. Infiltrado contendo células mononucleares e varios neutrdfilos (—) em figado de

camundongo A/]. 3 dias pi. 600x.
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Figura 29: Granulomas induzidos por P. brasiliensis (cepa Pb18) em camundongos A/] e B10.A.
Coloragao HE.

A. Granuloma frouxo em figado de camundongo B10. 7 dias pi. Aumento original: 100x.

B. Granuloma compacto em baco de camundongo A/]. 7 dias pi. Aumento original: 100x.

C. Granuloma epitelidide em figado de camundongo A/]. 14dias pi. Aumento original: 100x.

D. Granuloma epitelidide compacto em figado de camundongo A/], mostrando células

epitelidides (*) e poucas leveduras de P. brasiliensis (»). 14 dias pi. Aumento original: 600x

81



Figura 30: Granulomas induzidos por P. brasiliensis (cepa Pbl8) em camundongos B10.A.
Coloracao HE.

A. Granuloma frouxo em bago. 14 dias pi. Aumento original: 100x.

B. Granuloma frouxo em figado. 14 dias pi. Aumento original: 100x.

C. Granuloma frouxo em bago, mostrando poucas células epitelidides e varias leveduras de

P. brasiliensis em brotamento (»). 14 dias pi. Aumento original: 600x.
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4.4.2. Quantificacao das Populag¢des Linfocitdrias no Baco

Para a avaliacdo de alteragdes nas subpopulagoes de linfocitos T periféricos
foi feita a andlise por citometria de fluxo no bago. Os camundongos da linhagem
A/J] infectados com P. brasiliensis tiveram, aos 5 dias de infec¢ao, um aumento na
porcentagem de linfocitos T duplo positivos (CD4*CD8*), como pode ser observado
na Figura 31. As populacoes CD4* e CD8* nao sofreram alteragoes estatisticamente

significantes ao longo da infeccao.
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Figura 31: Avaliacdo das subpopulagdes linfocitarias no baco de camundongos A/]
infectados com P. brasiliensis por citometria de fluxo. Os valores expressam a
porcentagem média encontrada em 4 animais * o desvio padrao e sao
representativos de dois experimentos independentes. ** p<0,01: Teste de
comparagdes multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nao

infectados (dia 0).
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Esplendcitos (%)

A linhagem B10.A, assim como a A/], apresentou aumento na porcentagem
de linfocitos duplo-positivos (CD4*CD8*) esplénicos no 5 dia pi. Além disso, estes
camundongos apresentaram redugao acentuada na porcentagem de linfécitos CD4*

aos 3 e 7 dias pi e na porcentagem de linfdécitos CD8* aos 3, 5 e 7 dias de infecgao

(Figura 32).
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Figura 32: Avaliacdo das subpopulagdes linfocitarias no bago de camundongos
B10.A infectados com P. brasiliensis por citometria de fluxo. Os valores expressam a
porcentagem média encontrada em 4 animais * o desvio padrao e sao
representativos de 2 experimentos independentes. ** p<0,01: Teste de comparagoes
multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nado infectados (dia 0).

4.4.3. Resposta Proliferativa frente a ConA
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4.4.3.1. Resposta Proliferativa de Timdcitos

A infeccao pelo P. brasiliensis promoveu um aumento na resposta
proliferativa de timocitos de camundongos A/], especialmente aos 7 e 14 dias de
inoculagao. Na linhagem B10.A, por outro lado, verificou-se diminuicao desta

resposta a partir de 5 dias de infecgao, como pode ser conferido na Figura 33.
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Figura 33: Avaliacdo da resposta proliferativa frente a ConA de timocitos de
camundongos A/] e B10.A infectados com P. brasiliensis. Os valores expressam a
porcentagem média de proliferacao em linfocitos de 4 animais + o desvio padrao e
sao representativos de 2 experimentos independentes. ** p<0,01: Teste de
comparagdes multiplas de Dunnett, animais infectados comparados com nao

infectados (dia 0).
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4.4.3.2. Resposta Proliferativa de Esplendcitos

Em ambas as linhagem estudadas houve reducao na taxa de proliferagao em
resposta a ConA. Nos camundongos A/J esta redugao foi verificada do 1° ao 7° dia
pi enquanto nos B10.A ocorreu entre o 5° e o 14° dia de inoculagdo, como

demonstrado na Figura 34.
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Figura 34: Avaliacao da resposta proliferativa de esplenocitos de camundongos A/]
e B10.A infectados com P. brasiliensis frente a ConA. Os valores representam a
porcentagem média de proliferagao em linfocitos de 4 animais + o desvio padrao.
*p<0,05, ** p<0,01: Teste de comparagdes multiplas de Dunnett, animais infectados

comparados com nao infectados (dia 0).
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Discussdo
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A paracoccidioidomicose apresenta um amplo espectro de manifestagoes
clinicas que vao desde a infec¢ao assintomatica até formas graves com intensa
disseminagao do fungo pelo organismo e acometimento de varios érgaos. Embora
a resposta imunologica do hospedeiro seja um fator deveras importante para o
controle do curso da doenga, variagoes na patogenicidade de diferentes isolados de
P. brasiliensis podem explicar, pelo menos em parte, as diferentes formas clinicas
encontradas. Nesse sentido, Singer-Vermes et al. (1994) observaram que cepas de
P. brasiliensis isoladas de pacientes com formas graves da doenca quando
inoculadas em camundongos B10.A eram mais patogénicas do que aquelas
isoladas de pacientes com formas benignas.

Assim, tendo em vista que, tanto fatores relacionados com o hospedeiro
quanto aqueles relacionados com a viruléncia fingica, além de fatores ambientais,
podem influenciar o curso da infeccao pelo P. brasiliensis, investigamos, neste
estudo, se que caracteristicas proprias ao fungo e ao hospedeiro poderiam
influenciam a ocorréncia da atrofia timica observada durante a fase aguda da
infeccao paracoccidioidomicdtica experimental.

De modo geral, as alteragoes histologicas aqui relatadas assemelham-se
aquelas previamente observadas em camundongos BALB/c infectados com a cepa
Pb18 (Brito et al.,, 2003; Souto et al, 2003). Entretanto, foram notadas alteracoes
morfoldgicas distintas relacionadas a viruléncia da cepa infectante e, alteragdes na
fisiologia timica foram mais pronunciadas em camundongos da linhagem

susceptivel.
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5.1. Viruléncia do P. brasiliensis e Atrofia Timica em Camundongos Susceptiveis

e Resistentes.

Nesse estudo, independente da cepa empregada foi observada uma clara
diminui¢do no indice e na celularidade do timo em ambas as linhagens estudadas,
o que pode decorrer de um aumento na taxa de apoptose. Entretanto,
camundongos p55 KO nos quais ndao houve aumento na apoptose também
apresentaram reducdo destes parametros, indicando que outros mecanismos
devem estar envolvidos no processo de atrofia do timo.

Embora as medidas de peso, indice e celularidade timica tenham sugerido a
ocorréncia de uma atrofia mais intensa nos camundongos inoculados com a cepa
de baixa viruléncia Pb265, a andlise histopatoldgica revelou alteragdes mais
significativas nos camundongos infectados com a cepa virulenta Pbl8, que
colonizou o microambiente timico de forma mais intensa. Estes achados sugerem
que as modificagdes estruturais nao estdo diretamente ligadas as alteragdes
quantitativas, mas parecem estar relacionadas com a presenca do fungo no
microambiente timico. Essa observacao assemelha-se ao relato de Alvarez et al.
(1994), que estudando o timo de trutas infectadas com fungos do género
Saprolegnia verificaram alteragdes morfoldgicas mais intensas quando o timo era
colonizado diretamente por hifas fangicas.

Em nenhum dos periodos experimentais avaliados houve recuperacao de
leveduras viaveis de P. brasiliensis no timo. Isto pode estar relacionado a um
numero reduzido de fungos presente neste drgao, insuficiente para ser detectado
na amostra de timo semeada. De fato, a marcacdo imuno-histoquimica do

P. brasiliensis neste tecido revelou poucas leveduras. Alternativamente, estas
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leveduras podem ter sido rapidamente mortas apos sua entrada no microambiente
timico. Neste caso, as figuras leveduriformes observadas por imuno-histoquimica
representariam células mortas nas quais a parede celular permanece integra
devido a sua composigao de dificil digestdao. Neste sentido, a Figura 6C mostra
uma levedura marcada somente na superficie externa.

O fato de leveduras da cepa Pb18 terem penetrado em maior namero, e
persistirem por um periodo mais longo no timo, sugere que a capacidade de
invasdo e permaneéncia neste orgdo esta ligada a viruléncia da cepa fungica
empregada. Por outro lado, a maior habilidade da cepa Pbl8 em colonizar o
microambiente timico, causando-lhe severos danos, pode, em verdade, constituir
um mecanismo de viruléncia. Uma correlagao entre patogenicidade e inducdo de
danos timicos também foi observada por Lamontagne & Jolicouer (1991), em um
modelo de infec¢ao experimental pelo Virus Murino da Hepatite tipo 3 (MHV3).

Vérios fatores tém sido relacionados com a viruléncia do P. brasiliensis.
Considerando que a parede celular realiza o primeiro, e também mais extenso
contato com o hospedeiro, esta estrutura tem sido incluida entre seus fatores de
viruléncia (San Blas & Vernet, 1977). Dentre os componentes da parede, a o-
glucana, presente em grande quantidade na fase leveduriforme, ¢ apontada como
um dos responsaveis pela viruléncia (San Blas, 1982). Entretanto, Zacharias et al.
(1986) verificaram que as cepas Pb18 e Pb265 possuem niveis semelhantes de -
glucana, embora apresentem diferentes graus de viruléncia, o que pressupoe a
existéncia de outros fatores de viruléncia.

O acometimento diferencial do timo pelas cepas empregadas em nosso
estudo pode também estar ligado a diferengas no seu tropismo anatdomico. Singer-

Vermes et al. (1989), comparando diferentes cepas de P. brasiliensis, perceberam
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que a cepa Pbl8 possuia tropismo para o figado, a cepa Pb2052, por outro lado,
acometia principalmente os pulmoes. Nesse mesmo estudo, foi observado que
cerca de 50% dos animais infectados com Pb18, mas nenhum dos infectados com
Pb265, apresentavam lesdes esplénicas, o que pode indicar um tropismo
preferencial da cepa Pb18 por tecidos linfdides.

A invasao do timo pelo P. brasiliensis suscita ainda questdes acerca da via de
disseminacdo e da forma de penetracdo no microambiente timico. A via
hematogénica tem sido amplamente aceita como meio de disseminacdo do
P. brasiliensis, entretanto, a existéncia de uma barreira hemato-timica que protege o
orgao contra a entrada de antigenos estranhos (Raviola & Karnovisky, 1972)
constitui um obstaculo a ser transposto pelo fungo.

Antigenos inoculados por via intravenosa podem ser encontrados em
pequena quantidade na medula timica, ainda que nao o sejam na regiao cortical,
sugerindo uma permissividade maior do tecido medular. Antigenos inoculados
por via ip, por outro lado, podem ser encontrados intratimicamente, até mesmo na
regiao cortical (Hill, 1976).

Mueller et al. em 1987, relataram que a inoculagao ip de toxoide tetanico
induzia resposta proliferativa de timocitos corticais em dreas proximas aos
linfonodos paratimicos, que drenam a cavidade peritonial (Kamperdijk et al.,
1984), sugerindo a participagao destes na entrada dos antigenos no cortex. A
migragao de antigenos da cavidade peritonial para os linfonodos paratimicos foi
demonstrada em outros estudos, entre eles o de Lopes-Cardozo et al. (2001), que
verificaram que células de carcinoma de coélon inoculadas pela via ip sado

encontradas nos linfonodos paratimicos.
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Seguindo esta idéia, Nieuwenhuis et al. (1988), descreveram uma rota
transcapsular para a entrada de antigenos inoculados intraperitonialmente e
propuseram que esta via conduziria também antigenos proprios para o cortex
timico.

A rota transcapsular poderia ser a via de penetracao utilizada pelo
P. brasiliensis em nosso modelo, uma vez que ele foi inoculado por via ip e
localizado nos linfonodos paratimicos. Entretanto, a identificagdo do fungo
somente na medula timica fala a favor de sua entrada por via hematogénica e por
isso sua capacidade em quebrar a barreira hemato-timica estd, atualmente, sob
investigagao em nosso laboratdrio.

Alguns fungos sao capazes de causar atrofia timica pela liberagao de
produtos tdxicos ou pro-apoptdticos como a gliotoxina de Aspergillus (Sutton et al.,
1994) e a toxina T-2 de Fusarium (Islam et al., 1998). Este ndo parece ser o caso do
P. brasiliensis, uma vez que a inoculagao intraperitoneal de antigenos isolados nao
causou atrofia timica significativa, embora a presenga destes antigenos nao tenha
sido pesquisada no microambiente timico (Gameiro et al., 2003). Ademais, em
nosso estudo, o aumento na taxa de apoptose e a perda de arquitetura que
caracterizaram a atrofia timica mostraram-se dependentes de TNF e IFN-y,
respectivamente.

Além de alteragdes na arquitetura timica, a infecgao paracoccidioidomicotica
pode ocasionar disturbios na maturagao dos timécitos. Um aumento robusto na
taxa de apoptose foi verificado em todos os grupos experimentais. Ademais, a
presenga de leveduras do P. brasiliensis entre os timdcitos em maturagao poderia

induzir a diferenciacao de linfdcitos T regulatorios (Treg), tolerantes ao fungo.
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Os linfocitos Treg foram descritos por Sakagucchi et al.,, em 1995, como
células CD4*CD25" que entram em contato com o antigeno no microambiente
timico, mas ao invés de sofrerem delegao tornam-se antigeno-tolerantes. O papel
destas células prevenindo o desenvolvimento de respostas imunoldgicas contra
antigenos proprios e controlando a magnitude de repostas contra patdgenos esta
bem documentado. Entretanto, a possibilidade de alguns patogenos induzirem a
geracao destas células e utilizarem seu potencial supressor como mecanismo de
escape do sistema imunologico, especialmente em doengas cronicas, nao pode ser
descartada (revisto por Mills, 2004).

A inducao de células T supressoras capazes de inibir o desenvolvimento de
resposta imune antigeno especifica foi documentada na paracoccidioidomicose
experimental por Jimenez-Finkel & Murphy (1988). Entretanto, cabe considerar
que neste estudo os autores utilizaram apenas antigenos soltiveis de P. brasiliensis e
a origem destas células nao foi relatada.

Um fato marcante no presente estudo, foi a ocorréncia de grande numero de
neutrdfilos na capsula e medula timica dos camundongos infectados com o
P. brasiliensis. Considerando a maciga ocorréncia de apoptose no timo, ¢ possivel
supor que os macrofagos que fagocitaram os corpos apoptoticos poderiam liberar
fatores quimiotaticos para neutroéfilos, como foi demonstrado por Uchimura et al.
(2000). Alternativamente, o TNF pode estar diretamente envolvido na atracao de
neutrdfilos (Cecilio et al, 1997) ou indiretamente, por estimular a producao de
interleucina 8 (IL-8) pelo endotélio e a transmigracao de neutroéfilos (Barbara et al,,
1996). A possibilidade de um processo anomalo de hematopoiese, remanescente ou
derivado da fase hematopoiética do timo no periodo embrionario (Bodey et al,,

1998) é, s.m.j., muito remota ja que o aparecimento destas células no timo ocorreu
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de forma muito rdpida e sempre com morfologia de células maduras. Além disso, a
adesao e transmigracao de neutrdfilos foram observadas em vasos timicos por
microscopia eletronica, corroborando para a hipdtese de migracao destas células
para o timo (dados nao mostrados).

Assim, as principais diferencas observadas no timo estiveram relacionadas
com a viruléncia da cepa empregada, ao passo que divergéncias entre as linhagens

susceptivel e resistente foram pouco freqiientes.

5.2. Alteracdes Morfofisiolégicas no Timo de Camundongos Susceptiveis e

Resistentes Infectados com a Cepa Pb18.

Um padrao semelhante foi observado em ambas as linhagens murinas no
tocante as alteragdes morfoldgicas definidas por andlise morfométrica e ultra-
estrutural. Quanto as subpopulagdes de timdcitos, foram notadas algumas
diferencas que, embora discretas, revelaram nuances da maior sensibilidade da
cepa B10.A a infecgao paracocidioidomicotica.

Inicialmente, verificamos uma diminuicao na area total do timo de
camundongos A/] e B10.A, fato este, condizente com a redugao de peso também
observada em ambas as linhagens na fase aguda da infecg¢ao. Ao final do periodo
experimental houve um aumento na razao cortex/medula, especialmente em
camundongos A/]. Um possivel re-povoamento da camada cortical e re-
estabelecimento da funcdo timica pode explicar este fendmeno. Nos camundongos
B10.A este aumento foi menos expressivo. Embora tenha sido observada uma

intensa atividade mitotica em sua camada cortical, estes animais ainda
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apresentavam aos 14 dias de infeccdo um numero aumentado de células em
apoptose, o que poderia estar contrabalancando a proliferacdo dos timdcitos e
impedindo a expansdao da camada cortical. Estes achados sdao condizentes com a
literatura que ja tem documentada a hipertrofia do timo apds processos atrdficos
em situagoes de estresse e infecgoes (revisto por Dominguez-Gerpe & Rey-Mendez,
2003).

As alteragOes ultra-estruturais revelaram, inicialmente, danos no tecido
timico, especialmente relacionados ao aumento na ocorréncia de morte celular
programada, como vacuoliza¢dao, degeneracao de mitocondrias, dilatacdo das
cisternas do reticulo endoplasmatico e presenca de corpos apoptdticos. Estes
achados foram similares aqueles anteriormente observados por nosso grupo de
pesquisa utilizando o modelo de atrofia timica com infeccao de camundongos
BALB/c pela cepa Pbl8 (Souto et al.,, 2002). Apds o 3° dia de infec¢ao, o timo
mostrou indicios de reorganizacdo que incluiram presenca de macrofagos com
abundante contetido fagocitico e muitas células em mitose. Tal reorganizagao
coincide com a recuperagao do peso do timo (Figura 1).

Buscamos, numa segunda etapa, caracterizar as subpopulagoes de timocitos
durante a infeccao pelo P. brasiliensis através de citometria de fluxo, utilizando os
marcadores classicos CD4 e CD8. A tnica alteracdo significativa observada foi o
aumento na porcentagem de timocitos CD4* em camundongos B10.A, o qual
parece simplesmente refletir um maior acometimento das outras subpopulacoes de
timocitos desta linhagem, especialmente a de timdcitos duplo-positivos (Figura 22).

A linhagem susceptivel B10.A, também mostrou persisténcia dos sinais de
apoptose até os 14 dias pi, fato ndo observado na linhagem resistente A/]. Isto

indica que, muito provavelmente, embora ambas as linhagens tenham apresentado

95



um padrao histopatoldgico semelhante, o timo de camundongos B10.A sofreu
alteracOes fisioldgicas mais intensa que o timo de camundongo A/] o que pode
estar relacionado com a maior susceptibilidade desta linhagem frente a infecgao
paracoccidioidomicotica. Esta idéia é reforgada pelo achado de diminuigao da
resposta proliferativa de timocitos de camundongos B10.A frente a ConA que sera

discutido a seguir.

5.3. Participacdo de Citocinas Pro-inflamatorias (TNF e IFN-y) na Atrofia Timica.

Embora nao tenha sido observada elevagao nos niveis plasmaticos de TNF e
IFN-y durante o periodo experimental, o papel destas citocinas na atrofia timica foi
investigado in situ uma vez que o TNF apresenta agao pro-apoptdtica sobre
timocitos e o IFN-y interfere com a sintese de matriz extracelular podendo,
consequentemente, interferir no transito celular dentro do timo.

O TNF ¢é constitutivamente expresso no timo (Giroir et al.,, 1992), sendo
produzido por células epiteliais medulares, células miodides, timocitos CD4CD8-ou
CD4*CD8: e mastdcitos. Receptores para esta citocina também estdo presentes em
timocitos CD4CD8 e CD4*CD8 (TNFRpb55) e em timdcitos medulares, células
epiteliais timicas e células dendriticas (TNFRp75) (revisado por Yalirin &
Belyakov, 2004).

Em nosso estudo, camundongos controle apresentaram células positivas
para TNF predominantemente na regido medular. Embora ndo tenha sido
realizada uma imunotipagem, por sua localizagao e morfologia, é provavel que se

tratem de células epiteliais medulares. Nos camundongos infectados pelo
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P. brasiliensis, houve diminui¢ao no numero e na intensidade de marcacao destas
células, o que pode significar a liberacdo desta citocina para o microambiente
timico. Paralelamente, observou-se a ocorréncia de células pequenas marcadas
para TNF no cértex. Estes dados indicam que, embora ndo tenha sido notada
elevacao na concentracao de TNF no soro, ou mesmo em macerado do timo, o
padrao de expressao desta citocina foi modificado pela infeccao, um dado
sugestivo de seu envolvimento na atrofia timica.

O papel do TNF na atrofia timica foi entao estudado utilizando-se
camundongos nocautes para o receptor TNFRp55. Embora estes camundongos
TNFRp557 tenham apresentado peso e arquitetura timica normais, foi observada,
na ausencia de infec¢ao, uma elevada taxa de apoptose em comparacao com os
controles selvagens (C57B1/6 wt).

O estudo do timo em camundongos com bloqueio ou deficiéncia na
producao de TNF e seus receptores tem gerado resultados controversos. de
Kossodo et al (1992), relataram que a administragao de anticorpos monoclonais
dirigidos contra esta citocina, durante a gestacao ou periodo neonatal, leva a
atrofia do timo, bago e linfonodos. Ja Pfeffer et al. (1993), que desenvolveram os
camundongos TNFRp557, relatam ndo terem observado altera¢des no processo de
selecao negativa e no numero total, e de subpopulagdes de timdcitos, embora nao
facam mencao aos niveis de apoptose. Baseta & Stutman (2000), por outro lado,
observaram um aumento de 60% no numero de timdcitos em camundongos
TNFRp557p757 e verificaram que camundongos tanto TNFRp55/ quanto
TNFRp757 e, em maior grau, TNFRp557/p757 sdo menos susceptiveis a apoptose
mediada por TNF in vitro do que os selvagens. Nesse estudo, entretanto, também

nao sao relatados dados sobre a ocorréncia de apoptose in situ. A aparente
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discrepancia com os resultados encontrados em nosso trabalho pode, no entanto,
ser devida a agdo de outros mediadores presentes in situ no complexo
microambiente timico.

Quando infectados por P. brasiliensis, ao invés de aumento na taxa de
apoptose similar ao notado nos camundongos selvagens, os animais TNFRp557"
apresentaram redugao na apoptose, acompanhada por perda da arquitetura timica
e reducao progressiva de peso até os 7 dias pi. Isto indica que a apoptose no timo
mediada por TNF, mais especificamente através do receptor TNFRp55.

Os camundongos TNFRp557 apresentam niveis maiores de apoptose
fisioldgica e nao recuperam o peso do timo até o 7° dia pi com o P. brasiliensis. Estes
eventos suscitam a idéia de que in vivo o TNF possa participar da maturagao de
timdcitos, promovendo sobrevivéncia e proliferagao, também por meio do receptor
TNFRp55 e ndo somente o receptor TNFRp75 como tem sido sugerido por estudos
in vitro (Tartaglia et al., 1991; Baseta & Stutman, 2000). A atividade proliferativa do
TNF via receptor TNFRp55 ja foi documentada em linhagem de mieloma humano
(Borset et al., 1996) e midcitos (Amrani et al., 1996). As respostas desencadeadas
pelo receptor TNFRp55 poderiam ainda estar relacionadas com a concentragao
desta citocina. Neste sentido, Hernandez-Caselles & Stutman (1993) afirmam que o
TNF é um dos reguladores chave da proliferacdo de timocitos aumentando
respostas subdtimas e diminuindo respostas excessivas mediadas por outras
citocinas como IL-1 e IL-6. Entretanto, ndao se pode deixar de imaginar que,
alternativamente, a participacado do TNF via TNFRp55 poderia ser indireta
estimulando ou inibindo citocinas que atuam no complexo microambiente timico.

A atuacao do TNF como indutor de apoptose de timdcitos, por outro lado, é

bem conhecida (Hernandez-Caselles & Stutman, 1993) e foi documentada em
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outros modelos experimentais. Norimatsu et al. (1995) relataram a participacao do
TNF na apoptose de timodcitos induzida por LPS. Esses autores verificaram
aumento na concentracdo plasmatica desta citocina e demonstraram que a
administracao de anticorpos monoclonais anti-TNF impedia o aumento da
apoptose. Em camundongos inoculados com fator corda micobacteriano, por outro
lado, Ozeki et al. (1997), observaram que, embora ndo ocorresse aumento nos
niveis séricos desta citocina, a atrofia, representada por aumento na taxa de
apoptose e perda da camada cortical, era abolida pela administragao de anticorpos
anti-TNF. Isogai et al. (1996), confirmaram também a participacdo do TNF na
apoptose induzida por LPS de Porphyromonas gingivalis pela elevagao dos niveis
plasmaticos de TNF e aumento na taxa de apoptose, o que também ocorreu
quando da administracao de TNF recombinante isoladamente.

Interessantemente, anatomia anormal e deplecdao de timdcitos também sao
observados no timo de individuos com sindrome de Down, onde nota-se um
grande namero de mastdcitos produzindo TNF (Murphy et al, 1992).

Embora o TNF atue em diversas situagdoes de atrofia timica, outros
mediadores devem estar envolvidos neste fendomeno. Roggero et al. (2004), por
exemplo, estudando a atrofia timica na infeccao chagasica, descartaram a
participagao desta citocina apoOs verificarem que este fenomeno era mantido
mesmo apds administracdo de anticorpos monoclonais anti-TNF.

No presente estudo é comprovado o envolvimento do receptor TNFRp55 na
apoptose, entretanto, a reducao no peso e a perda da delimitagao corticomedular
nao foram dependentes desta via e ocorreram tanto em camundongos selvagens
quanto nocautes para este receptor. A falta de uma correlacao direta entre as

alteragdes da arquitetura timica e os niveis de apoptose também foi notada em
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camundongos A/J e B10.A, isto porque embora os animais infectados com a cepa
Pb265 tenham revelado uma taxa maior de apoptose, as maiores mudancas
arquitetonicas foram vistas em camundongos infectados com a cepa Pb18. Em
conjunto, esses resultados os sugerem que a atrofia timica observada na
paracoccidioidomicose envolva dois fendmenos distintos: (i) 0 aumento na taxa de
apoptose mediado por TNF através do receptor TNFRp55, e (ii) uma
desorganizacdo na arquitetura timica com conseqiiente perda de peso,
independente desta via.

Este fendmeno de desorganizacao da anatomia timica €, aparentemente,
mediado por IFN-y ja que ndo foi compartilhado pelos camundongos deficientes
nesta citocina. O IFN-y é encontrado fisiologicamente no timo, sendo derivado de
timdcitos em maturagao, especialmente aqueles de fendtipo CD4*CDS;, e encontra
receptores especificos em células do epitélio timico e timdcitos maduros (Yalirin &
Belyakov, 2004). A sintese do IFN-y ¢ aumentada por infec¢des virais e super-
antigenos (Yalirin & Belyakov, 2004) e também durante a infeccdo experimental
com T. cruzi (Leite-de-Moraes et al., 1994).

Neste estudo notou-se que as células positivas para IFN-y estavam
dispersas por todo o timo mas, especialmente localizadas regido cortical e na
juncao corticomedular. Apds a infec¢do com o P. brasiliensis estas células
diminuiram em numero e mostraram-se mais abundantes na regidao medular,
sugerindo alteragdes no padrao de expressao desta citocina.

O IFN-y é um classico estimulador da expressao de moléculas do complexo
maior de histocompatibilidade de classe I e classe II (Wong et al., 1984), inclusive
no timo (Defresne et al., 1990). Além disso, esta citocina pode interferir na sintese

de componentes da matriz extracelular.
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Lannes-Vieira et al. (1991) demonstraram que o IFN-y tem um efeito bifasico
sobre a expressdao de proteinas de matriz extracelular, aumentado sua sintese
quando em baixas concentragdes e diminuindo quando em altos niveis. Além
disso, esta citocina aumenta a expressao de moléculas de adesdo intercelular
(ICAM) nas células epiteliais timicas (Singer et al,, 1990). Dando continuidade a
estes estudos, Lagrota-Candido et al. (1996), verificaram que, in vitro, baixas
concentracoes de IFN-y induziam aumento na sintese de lamina, fibronectina,
colageno IV e seus receptores em linhagem de células epitieliais timicas e culturas
primdrias de TNCs. O tratamento das células epiteliais com baixas doses de IFN-y
também aumentou a adesao de timocitos a estas células, efeito este inibido pela
adicao de anticorpos anti-IFN-y ou anti-laminina e fibronectina. No complexo
timdcitos-células “nurse” do timo (TNCs), o aumento na expressao de proteinas da
matriz extracelular e seus receptores promoveu a liberacdo espontanea de
timocitos (Villa-Verde et al. (1995) e Lagrota-Candido et al. (1996)). Durante a
infeccao chagasica experimental Savino et al. (1989) verificaram aumento na sintese
de matriz extracelular e este aumento coincidiu com a deplecao de timocitos
(Savino et al., 1991).

Cotta-de-Almeida et al. (1997), verificaram que TNC isoladas de
camundongos inoculados com T. cruzi ou infectadas in wvitro com o parasita
apresentaram elevacdo na expressao de coldgeno tipo IV, laminina e fibronectina,
além de aumento na liberacao de timoécitos do complexo TNC, sugerindo uma
aceleracao em seu transito. Aumento na sintese de fibronectina e laminina, bem
como de seus receptores em timocitos, foi observado posteriormente observado no
timo de camundongos infectados com T. cruzi no pico de atrofia deste orgao, em

paralelo com um aumento na migracao de timdcitos, especialmente os duplo-
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positivos, os quais foram encontrados em 6rgaos linféides (Cotta-de-Almeida et al,
2003).

Em conjunto, esses resultados apontam para o IFN-y produzido no timo
durante a infec¢ao chagdsica como um promotor da sintese de matriz extracelular
timica e seus receptores e consequentemente um acelerador da migracdo de
timdcitos. Pode-se supor que um fendomeno semelhante ocorra em nosso estudo ja
que houve perda de peso e desorganizacao no timo de camundongos selvagens,
mas nao em IFN-y”, e linfécitos duplo-positivos foram encontrados no bago de
camundongos apds a infeccdo com P. brasiliensis. Uma elevacdo discreta nas
quantidades de IFN-y, imperceptivel pelos métodos aqui empregados poderia
mediar estes episddios, ja que elevados niveis de IFN-y tem um efeito contrario.

O IFN requerido para as alteragdes timicas pode também ser de origem
extratimica. As células NK sao classicas produtoras de IFN na fase inicial da
resposta imunoldgica frente a diversos patdgenos e sua importancia tem sido
reconhecida na resposta ao P. brasiliensis (Jimenez & Murphy, 1984). A producao
de IFN por células NK na fase inicial da infeccdo pode ocorrer na
paracoccidioidomicose assim como acontece na Doenga de Chagas (Cardillo, 1996).
De fato, Peragoli et al. (1995), mostraram que as NK de hamsters inoculados por
via intra-testicular com P. brasiliensis mostram-se ativadas ja as 24 horas pi.

Além de causar alteragdes na arquitetura timica o IFN-y também pode estar
envolvido também na indugao de apoptose mediada por TNF, induzindo proteinas

pro-apoptoticas, entre elas PKR (Schroder, 2004).
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5.4. Influéncia da Inoculacio de P. brasiliensis na Resposta Imunologica

Sistémica

Por tratar-se de uma doenca cronica, trabalhos que enfocam a fase precoce
da paracoccidioidomicose, mesmo em modelos experimentais, sao escassos.
Entretanto, é possivel que desde o periodo inicial ocorram alteragdes na resposta
imune sistémica ou especifica que contribuam para o desenvolvimento da doenga.

Como nao foi possivel obter resultados satisfatorios utilizando antigenos
especificos do fungo, optamos pela estimulacao com a ConA que, apesar de ser um
estimulo inespecifico, traduz de forma confidvel o “status” funcional das células
envolvidas na resposta imune. Assim, foi avaliada a resposta proliferativa de
timdcitos e esplendcitos de camundongos susceptiveis e resistentes na fase aguda
da doenca.

Calich et al. (1985), classificaram camundongos das linhagens A/] e B10.A,
respectivamente, como podlos de resisténcia e susceptibilidade a
paracoccidioidomicose experimental, por apresentarem padroes diversos de
resposta imunoldgica frente a doenca. Assim, a expectativa inicial era de
encontrarmos um quadro diferencial de atrofia timica capaz de justificar, ainda que
parcialmente, as respostas distintas encontradas na periferia.

Embora o quadro histopatoldgico timico tenha se mostrado semelhante nas
duas linhagens, algumas diferengas ja descritas na resposta imune e outras ainda
nao relatadas entre as linhagens A/] e B10.A foram encontradas. Timdcitos de
camundongos da linhagem A/] apresentaram aumento da resposta proliferativa ao
longo da infeccao. Camundongos da linhagem B10.A, por outro lado,

apresentaram depressao prolongada na resposta proliferativa de timdcitos frente a
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ConA. Isto sugere que alteragdes funcionais distintas possam ocorrer no timo desta
linhagem levando ao surgimento de linfocitos T hiporresponsivos, os quais
estariam relacionados com a maior susceptibilidade desta linhagem a infeccao.
Diminuigao da resposta mitogénica estimulada por ConA em timdcitos obtidos de
camundongos durante a fase aguda da infec¢ao por T. cruzi também foi relatada
por Leite-de-Moraes et al. (1994).

A andlise da resposta proliferativa de esplendcitos frente a ConA mostrou
que camundongos B10.A apresentam resposta diminuida entre 5 e 14 dias de
infeccao, confirmando que a hiporresponsividade estende-se a resposta imune
periférica. Os camundongos A/], por outro lado, mostraram-se hiporresponsivos
por um periodo menor e mais precoce (entre o 1° e o 7¢ dia pi). Uma diminui¢ao na
resposta de esplendcitos frente a ConA ja havia sido reportada por Bocca et al.
(1998) e Souto et al. (2000) utilizando também o modelo de infeccao experimental
por P. brasiliensis.

Esta diminui¢do de resposta a mitdgenos pode estar relacionada as
propriedades imunomoduladoras do NO uma vez que Bocca et al. (1998)
observaram sincronia entre a queda na resposta proliferativa e elevacao da
producdo de NO. O tratamento dos camundongos com inibidores deste mediador
abolia por completo este efeito sobre a resposta dos animais. O papel do NO como
inibidor da linfoproliferacdo por foi confirmado por Souto et al. (2000). A
diminui¢do na resposta proliferativa de timdcitos frente a ConA, por outro lado,
pode ser devido a presenca de elevados niveis de IL-10 e IFN-y como observado
por Leite de Moraes et al., (1991) em experimentos envolvendo infec¢ao chagasica

experimental.

104



A resposta humoral contra antigenos nao-relacionados também pode estar
prejudicada na paracoccidioidomicose experimental. Teixeira et al. (1987),
demonstraram fraca producdo de anticorpos frente ao antigeno hemadcia de
carneiro na fase inicial da infecgao por P. brasiliensis, tanto em animais da linhagem
A/] quanto nos da linhagem B10.A. Neste estudo os autores demonstram também
que a diminuicao deste tipo de resposta foi mais prolongada nos camundongos
susceptiveis.

O estudo das populagoes linfocitarias esplénicas, revelou que, em ambas as
linhagens de camundongos, houve aumento na porcentagem de linfocitos
CD4'CD8* aos 5 dias de infec¢ao, evento este possivelmente relacionado com a
liberacao de células imaturas do timo. A interferéncia de fatores extratimicos na
liberacao de linfocitos pelo timo tem sido descrita ja ha bastante tempo. Bryant et
al. (1975), observaram um aumento no efluxo de timodcitos apds a injecao
intraperitonial de fito-hemaglutinina. Em camundongos infectados com T. cruzi,
Mendes-da-Cruz et al (2003), verificaram aumento no numero de linfécitos duplo-
positivos em linfonodos subcutaneos. Esses linfocitos expressavam receptores de
antigeno VB5 e VP12, normalmente deletados no timo dos camundongos BALB/c, o
que sugere que estes linfocitos estariam deixando o timo prematuramente, antes
que todos os processos de selecao tenham ocorrido. E possivel que na fase aguda
da paracoccidioidomicose experimental também ocorram altera¢Oes timicas que
impliquem numa aceleracao no transito de timocitos com conseqiiente liberagao
prematura destas células para a periferia.

A linhagem B10.A apresentou uma significativa reducao na porcentagem de
linfécitos T CD4* e CD8*no bago, o que ndo ocorreu na linhagem resistente A/]. A

reducdo nos niveis de linfécitos tem sido também verificada na
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paracoccidioidomicose humana e relacionada com diminuigao da resposta imune e
susceptibilidade a doenca. Neste sentido, Silva et al. (1981) verificaram que o
numero total de linfécitos T estava diminuido no sangue de pacientes com
paracoccidioidomicose, enquanto Mota et al. (1988) observaram diminui¢ao na
porcentagem de linfocitos T CD4* no sangue periférico.

Os linfocitos CD8*, de acordo com Cano et al. (2000), sao de grande valia na
resposta imune frente ao P. brasiliensis e sua deplecao prejudica a resposta tanto de
camundongos susceptiveis quanto resistentes. Assim, a diminuigdo na
porcentagem destes linfocitos em camundongos B10.A pode ser um fator adicional
contribuindo para a susceptibilidade desta cepa a doenga.

O padrao histopatologico das lesdes paracoccidioidomicéticas encontradas
neste estudo estd de acordo com outros trabalhos da literatura que relatam que
camundongos resistentes apresentam lesdes compactadas e bem delimitadas, com
significativa transformacao epitelidide e tendéncia a resolu¢ao. Os camundongos
susceptiveis, de modo inverso, mostram granulomas frouxos com intensa carga
fangica, sem indicativos de resolucao.

Um fato que chama a atencdo é a grande quantidade de neutrofilos nas
lesdes granulomatosas, especialmente em camundongos A/], o que também foi
encontrado por Zacharias et al. (1986). E possivel que estes neutréfilos ajudem a
restringir a multiplicagdo do P. brasiliensis, uma vez que apresentam atividade
fungistatica e fungicida contra leveduras do fungo, especialmente quando
estimulados com IFN-y (Kurita et al., 1999).

A redugao nas populagoes de linfocitos T CD4* e CD8* nos camundongos
B10.A pode comprometer a formagao de granulomas eficientes na contencao e

eliminagao do P. brasiliensis. A diminuicao prolongada na resposta proliferativa de
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esplendcitos frente a ConA pode ser indicativo de que, além de reduzidas, estas
células encontram-se funcionalmente debilitadas o que também pode contribuir
para a manutencao da infeccdo. O fato de timdcitos de camundongos B10.A
também mostrarem diminuicdo da resposta proliferativa sugere que o
comprometimento funcional dos linfécitos T pode, pelo menos em parte, originar-

se no timo.

5.5. Consideracgoes Finais e Perspectivas

O sistema imune e os patogenos co-evoluiram por milhares de anos,
desenvolvendo assim interagdes complexas. Enquanto os vertebrados tém
aprimorado seus mecanismos de imunidade, os microrganismos tém desenvolvido
numerosos meios para evadir-se ou manipuld-los em seu favor (Marrack &
Kappler, 1994).

A atrofia timica observada em quadros infecciosos agudos virais,
bacterianos, parasitdrios e fungicos tem seu significado ainda incompreendido. A
sistematica deplecao de timdcitos frequentemente observada neste processo pode
evitar que clones irrelevantes, ou até mesmo auto-reativos, sejam ativados em
resposta ao patdgeno, o que protegeria o hospedeiro de danos. Entretanto, esse
processo também pode ter conseqiiéncias negativas para o hospedeiro, uma vez
que existe uma continua necessidade de reposi¢ao dos linfocitos T maduros que
sofrem renovacao naturalmente (Roggero et al., 2002).

A aceleracao na liberacao dos timécitos também observada durante a atrofia

pode ser uma forma do timo prover os érgaos linféides primdrios com uma gama
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maior de linfdcitos, o que favoreceria a resposta imune. Contudo, o fato de agentes
infecciosos invadirem o timo pode constituir um mecanismo de manipulacdo do
sistema imune, pelo qual linfécitos tolerantes seriam produzidos e alcancariam a
periferia, onde diminuiriam a magnitude das respostas imunes, favorecendo a
persisténcia do parasita e proporcionando a ocorréncia de infecgdes cronicas.

Nosso grupo de pesquisas busca entender os mecanismos desencadeadores
e efetores da atrofia timica na fase aguda da infeccdo experimental pelo
P. brasiliensis, bem como, suas conseqiiéncias na evolugao da infeccao. Neste
trabalho verificamos que a viruléncia fdangica ¢ importante para o
desencadeamento da atrofia, possivelmente por facilitar a invasao e persisténcia do
fungo no timo. Para um melhor entendimento dos mecanismos de invasao do
timo, é pretensao de nosso grupo de pesquisas avaliar a integridade da barreira
hemato-timica ap0s a infec¢ao, possivel porta de entrada do P. brasiliensis.

Embora as alteragdes morfoldgicas tenham sido semelhantes nas linhagens
susceptivel e resistente, alteragdes fisioldgicas mais pronunciadas na linhagem
B10.A foram evidentes, sugerindo que danos timicos podem contribuir para a
susceptibilidade a infeccao, antes mesmo que uma resposta imune Th1 ou Th2 se
estabeleca. Neste sentido, cabe agora um estudo da resposta de timocitos e
esplendcitos frente a antigenos do P. brasiliensis na fase precoce da infeccao.

Outra questao importante sugerida pelos resultados aqui descritos ¢ uma
possivel aceleragao na migracao e liberacao de timocitos. Estas premissas estao sob
investigacao em nosso laboratorio através da analise da expressao de componentes
da matriz extracelular e seus receptores, bem como quimiocinas e seus receptores.
Além disso, pretendemos investigar a capacidade migratdria dos timdcitos frente a

diferentes estimulos e cinética de produgao e liberacao de linfdcitos T pelo timo
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ap0s a infecgao, pela identificagao dos linfocitos recém maturados no timo e na

periferia, caracterizados pela presenca de TREC (T cell receptor excision circles).
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Conclusoes
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Como base nos resultados obtidos neste trabalho e sua confrontacao com a

literatura existente € possivel afirmar que:

- A viruléncia fingica é um fator importante na colonizagao do microambiente
timico pelo P. brasiliensis e no desencadeamento da atrofia timica observada na

paracoccidioidomicose experimental.

- A susceptibilidade da linhagem murina a paracoccidioidomicose nao parece
interferir na ocorréncia de atrofia timica e no padrao histoldgico desta. Entretanto,
durante a fase atrdfica ocorrem alteragdes na fisiologia timica mais intensas em

animais susceptiveis.

- Alteragdes na distribuicao das subpopulacdes de linfocitos T e na resposta
proliferativa também sao observadas nas popula¢oes esplénicas, especialmente em

camundongos susceptiveis.

- A atrofia timica caracteriza-se por dois eventos distintos: aumento na taxa de
apoptose mediado por TNF via receptor p55 e a desestruturacao arquitetonica do
microambiente timico, possivelmente relacionada com alteracdes no padrao

migratorio dos timdcitos, mediada por IFN-y.
Assim, a atrofia timica, que tem lugar na fase precoce da infeccdo, resulta da

interacdo de fatores inerentes ao patdogeno e ao hospedeiro e pode influenciar a

resposta imune sistémica e possivelmente a evolug¢ao da doenga.
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ABSTRACT

The immunosuppression observed in systemic mycosis can be related to primary lymphoid organs damage. Thus,
our laboratory has studied the effects of the Paracoccidioides brasiliensis infection on the thymus of mice. Here,
thymuses of susceptible and resistant mice were evaluated after inoculation with highly and slightly virulent
isolates of the fungus. All groups presented thymic atrophy, loss of corticomedullary delimitation and increase of
apoptotic index. However, mice inoculated with high virulent strain showed earlier and stronger alterations
suggesting that thymic atrophy can be directly related to the fungal virulence and to the immunosuppression.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, thymus, fungal virulence.

INTRODUCTION

P, brasiliensis (Pb) infects human beings causing a systemic
mycosis called paracoccidioidomycosis with elevated incidence
in Brazil (2). Considering the tropism of this fungus by lymphoid
tissues (2,3), we have studied its action on the thymus in
experimental models. In BALB/c mice, we observed that a
virulent isolate of Pb is able to invade the thymic
microenvironment inducing severe atrophy, depletion of the
cortical layer, loss of the corticomedullary delimitation, and
medullary and subcapsular inflammatory infiltrate (1). Also, an
increase in programmed cell death (PCD) by apoptosis and
autophagy was observed (6). In this work, we evaluated thymic
alterations induced by highly and slightly virulent isolates of
Pb in susceptible (B10.A) and resistant mice (A/J).

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design
A/J and B10.A male mice from CEMIB/UNICAMP were
intraperitoneally inoculated with 5x10° yeasts of Pb (highly Pb18

or slight Pb265 strain) or sterile phosphate buffered saline
(control). Lots of 5 mice were weighted and sacrificed at 1, 3, 5,
7 and 14 days post-infection (pi). Thymuses were collected,
weighted, fixed in 10% buffered formalin and routinely processed
for histopathological analysis. One thymic lobe was
homogenized in fetal calf serum-supplemented RPMI 1640
medium for total cell number evaluation.

Immunohistochemistry

Detection of Pb in thymus was performed by conventional
immunhistochemistry (1). PCD was detected by TUNEL technique
(Boehringer, Germany) according to the manufacture’s instructions.

Statistical Analysis

Bonferroni’s multiple comparison test was used. The
probability level of p<(.05 was considered significant.

RESULTS

All groups studied presented reduction in thymic index since
| day pi, peaking at the 3" day and returning to the usual values

*Corresponding author. Mailing address: Cidade Universitaria Zeferino Vaz s/m. Instituto de Biologia. Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia.
Cidade Universitaria. Caixa Postal 6109, 13083-970, Campinas, SP, Brasil. E-mail:vanianb{@unicamp.br



after this period (Fig. 1). It was also observed a decrease in
thymic total cell number at 3 days pi independently of mice
lineage or fungal strain used (Fig. 2).

Morphological alterations could also be observed in all
experimental groups. The principals were: presence of yeasts
of Pb: reduction in cortical thickness and cellularity. constituting

a starry-sky pattern (Fig. 3A): loss or attenuation of

corticomedullary delimitation (Fig. 3B) and augment in the
apoptotic levels (Fig. 3C).

Despite of similarities described, some relevant differences
were observed. A capsular inflammatory infiltrate with
granulocytes and plasma cells was observed, except in B10. A
mice infected with Pb265. This infiltrate was larger and more
persistent in Pb18-infected mice (Fig. 3D). Besides. all thymic
alterations were earlier and stronger in these mice, which also
presented more yeasts for a longer period.

VN, Brito e al

DISCUSSION

In this work we observed thymic alterations similar to
previously detected in BALB/c mice that present an intermediate
susceptibility to disease (1). Moreover, we noted that the highly
virulent isolate Pb18 is more invasive and persistent in thymus
causing earlier and stronger alterations than the shightly virulent
Pb263 strain.

We assume that thymic atrophy occurs due to a direct
action of Ph. since all alterations were related to the fungal
virulence and its presence in this organ. Such action could be
related to toxic mediators released by the fungus itself as
observed in other fungal disease (5.7). So. thymic atrophy is,
most probably. an additional mechanism of virulence
contributing for immune modulation and persistence of the
Pb in the host.
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RESUMO

Atrofia timica e viruléncia flingica durante a
paracoccidioidomicose experimental

A imunossupressio observada em micoses sistémicas pode
estar relacionada a danos nos érgdos linféides primdrios. Assim,
nosso laboratério tem estudado uma possivel a¢iio do
Paracoccidioides brasiliensis sobre o timo de camundongos.
Neste estudo, analisamos o timo de camundongos susceptiveis
e resistentes ao fungo utilizando cepas de alta e baixa viruléncia.
Todos os grupos apresentaram atrofia timica, perda de
delimitagio corticomedular e aumento da taxa de apoptose.
Entretanto, as alteragbes foram mais precoces e pronunciadas
em camundongos inoculados com a cepa virulenta do fungo,
sugerindo que a viruléncia fiingica pode estar diretamente ligada
a atrofia timica e indugdo de imunossupressio.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, timo, viruléncia
fungica.
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Figure 3. Thymus of mice inoculated
with P. brasiliensis.

A.  Thymic cortex of a B10.A mouse
inoculated with Pb18 showing a
starry-sky pattern. HE. 200x;

B. Thymus from an A/] mouse
infected with Pb18, there is not
corticomedullary delimitation. HE.
100x;

C. Thymus from an A/J mouse
inoculated with Pb18 showing a
large number of apoptotic cells.
TUNEL counterstained with
methyl green. 200x;

D. Thymic capsule of aB10.A mouse
inoculated with Pb18 with an
inflammatory infiltrate rich in plas-
ma cells (4). HE. 400x.
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THYMIC ATROPHY IN INFECTIOUS DISEASES
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ABSTRACT

The thymus is a primary lymphoid organ that plays an important role in the development of the immune systern and in
the differentiation and maturation of the vast majority of the T cell repertoire. During the normal life span. this organ
undergoes involution in situations such as pregnancy, aging and in the presence of a wide variety of infectious diseases.
This atrophy is characterized by intense structural and morphological alterations associated with an increased level of
apoptosis, for which many direct and indirect mechanisms have been proposed, The fact that the thymus is a target for
infectious diseases could make the host environment propitious for the maintenance or enhancement of infection.

Key words: Apoplosis, infectious discases, thymic atrophy, thymus, TNF

THE THYMUS

The thymus plays a central role in immunity since
it is responsible for developing immature T-cells into
immunocompetent T-cells that initiate immune
responses following the recognition of pathogens. The
thymus develops from the third and, to a lesser extent,
the fourth pharyngeal pouches and lies in the upper
anterior portion of the chest cavity. Each lobe of this
bilobed organ is divided by numerous septa into
multiple lobules that have an outer, more cellular,
cortex and an inner, less cellular, medulla. The thymic
microenvironment is formed by T lymphocytes, or
thymocytes, at different stages of maturation, by
epithelial cells with extensive cytoplasmic processes
that form a meshwork to provide mechanical support
and stimuli for the proliferation and development of
thymocytes, and by cells of mesodermal origin [33].

T lymphocytes are generated from bone marrow-
derived lymphocyte precursors (pre-T cells) that enter
the thymic cortex through blood vessels. At this stage of
maturation, these cells have a “double negative”
phenotype (CD4°CD8"). Pre-lymphocytes (or
thymocytes while in the thymus) proliferate and develop
into cortical “double positive” cells expressing both CD4
and CD8 co-receptor molecules (CD4'CD&) and low
levels of the T-cell antigen receptor (TCR). At this point,
a series of molecular events, known as positive and
negative selection, occur in the thymus (Fig. 1).
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Positive selection involves the interaction of
thymocytes with self-major histocompatibility
complex (MHC) molecules present on the cortical
epithelium. In this process, thymocytes lose one
of the co-receptor molecules (CD4 or CD8) and a
self MHC-restricted T cell repertoire is generate.
The thymocytes, then, undergo negative selection
in which those that recognize self-peptides present
in the thymic microenvironment are eliminated.
Cells that fail the positive or negative selection die
through apoptosis. On the other hand, the selected
cells survive and migrate as mature T lymphocytes
to the secondary lymphoid tissues where they can
act upon infectious microbes.

At birth, the human thymus weighs about 15
grams, and presents its greatest relative weight,
although growth is continuous until the individual
reaches puberty. Thereafter, under the influence of
numerous factors, including adrenal and sex
hormones, the thymus begins an age-associated
involution that results in a decline in T cell production.
However, the adult thymus remains actively engaged
in thymopoiesis and continues to export functional T
cells to the periphery until late in life [13].

Thymic involution is also seen during infection
by many pathogens. In most cases, the atrophy is
characterized by depletion of the cortical layer, loss
of the corticomedullary delimitation, and increased
levels of apoptosis or programmed cell death in which
the cell activates its own machinery to commit suicide
(Fig. 2; Table 1). The degree of thymic involution
correlates with the duration of acute illness [34].
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The deleterious effects on the thymus during
infections can be reproduced in experimental
models using either intact microorganisms or
products such as cell wall components and toxins.
The administration in vive of the bacterial
superantigen staphylococcal enterotoxin B (SEB)
produced by Staphvilococcus aureus, for example,
leads to thymus atrophy that is associated with
thymocyte apoptosis [17]. CD4°CD38" double-

& Verinaud ef al.

positive cells are the most affected thymocytes,
although the numbers of other subpopulations can
undergo a notable reduction.

THYMIC ATROPHY BY ENDOGENOUS
MEDIATORS

Barke er al. [3] investigated the possible role of
thymocyte apoptosis in the development of thymic
involution following peritoneal sepsis. These authors
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Figure 1. Positive and negative selection processes in the thymus. (Adapted from Roitt er al. [24]).
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Figure 2. Thymus and thymocyte alterations that can be observed during infections.
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Table 1. Possible mediators of thymocyte apoptosis during
infectious diseases.

Pathogens that induce thymocyte apoptosis

Group Agent Mediator Reference
Bacteria S. aureus (SEB) Hormones [17]
Enterobacteria (Sepsis)  1L-2 [3]
P. gingivalis (LPS) TNF [12]
Gram-negative
bacteria (LPS) TNF +
corticosterone [37]
E. coli (LPS) LIF +
corticosteroids [29]
S. typhimurium (LPS) NO 171
M. wberculosis (CF) TNF [22]
Fungi F. brasiliensis 7 [30]
Protozoa T. cruzi ATP, [6]
Viruses CSF Virus TNF, 1L.-1 [27]
SIV Fas, bel-2 (25]
HIV Fas 136]
MHV ? [35]

ATP,_ - Extracellular ATP, CSF - Classical Swine Fever, HIV - Immunodeficiency
Virus, LIF - Leukemia Inhibitory Factor, LPS - Lipopolysaccharides, CF -
Mycobacterial Cord Factor, MHY - Murine Hepatitis Virus, NO - Nitric Oxide.
SEB - Staphylococcus Enterotoxin B, SIV - Simian Immunodeficiency Virus
noted that the reduction in the thymic cortex was
correlated with increased levels of thymocyte
apoptosis and hypothesized that thymocyte apoptosis
induced by sepsis could result partly from inhibition
of the expression of interleukin-2 (IL-2), a potent
growth factor for lymphocytes.

Thymocyte apoptosis predominantly accounts for
the reduction in the thymic cortical layer and can be
induced by other cytokines as tumor necrosis factor
(TNF). TNF is a pro-inflammatory cytokine that
occurs in the thymus and contributes to thymocytes
maturation by inducing either proliferation or
elimination [11]. During acute infections, serum TNF
levels increase and this cytokine can function as an
inducer of thymocyte apoptosis. Isogai et al. [12]
reported elevated levels of serum TNF followed by a
high degree of thymocyte apoptosis when mice were
inoculated with Lipopolysaccharides (LPS) from
Porphyromonas gingivalis. To confirm a direct action
of TNF upon the thymus, the same authors showed
that the inoculation of recombinant TNF also
increased the levels of thymic apoptosis.

One possible mechanism of TNF-induced
apoptosis involves the TNF-R1 receptor. Activation
of the TNF-R1 by TNF may lead to the association of

this complex with the adaptor protein TRADD (TNF-
R I-associated death domain) that would in turn bind
to FADD (Fas-associated death domain protein). This
mechanism would result in apoptosis through the
activation of caspases (a family of proteolytic
enzymes) acting in the cytoplasm and nucleus [27].
However, this hypothesis remains to be confirmed.

Alternatively, TNF could exert an indirect effect on
the thymus. In a study of thymocyte apoptosis induced
by mycobacterial cord factor (CF) from Mycobacterium
tuberculosis, Ozeki et al. [22] found no significant
change in the serum TNF levels of treated mice.
However, there was almost complete inhibition of CF-
induced thymic atrophy following the administration of
anti-mouse TNF monoclonal antibody (mAb). Since CF-
induced pulmonary granuloma formation was also
significantly suppressed by anti-TNF mAb, these authors
suggested that TNF contributed to the development of
granulomas in an autocrine or paracrine manner, and
that other mediators synthesized during CF-induced
granuloma formation were responsible for thymocyte
apoptosis and thymic atrophy.

In an investigation of classical swine fever (CSF),
a viral hemorrhagic disease, Sanchez-Cordon et al.
[27] demonstrated that TNF and interleukin-1ct (IL-
lat) have an important role in thymocyte losses and
thymic atrophy during infection since although
lymphocytes were infected by the virus, infection
occurred after the onset of apoptosis. These authors
concluded that TNF induced the release of IL-1 by
several cells and that 1L.-1-stimulated cells triggered
additional autocrine secretion of [L-1 and TNE,
leading to a synergism that resulted in thymocyte
apoptosis.

Lymphotoxin, a cytokine previously known as
TNFp that is produced during bacterial infections, also
induces profound thymic atrophy, with a decrease of
more than 95% in the number of thymocytes [15].

The involvement of adrenocortical hormones as
mediators of TNF-induced apoptosis has also been
suggested but the evidence is still controversial.
Zhang et al. [37] demonstrated that TNF and
corticosterone play an important role 1n
lipopolysaccharide (LPS)-induced thymocyte
apoptosis. However, Ozeki et al. [22] observed
thymocyte apoptosis in CF-infected mice even after
adrenalectomy. More recently, leukemia inhibitory
factor (LIF), a member of the IL-6 cytokine family,
has been suggested to play a critical role in thymic
atrophy. Sempowski et al. [29] demonstrated that
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systemic and intrathymic LIF levels were significantly
increased after the intraperitoneal injection of
Escherichia coli LPS into mice and that the
administration of recombinant LIF induced thymic
atrophy. Since LIF-treated adrenalectomized mice
showed no thymic atrophy, these authors suggested
that LPS induced LIF secretion which in turn induced
systemic and intrathymic corticosteroid production
that mediated thymocyte apoptosis.

Various other molecules have recently been
proposed to be involved in thymic atrophy and their
role in this process deserves investigation. One of
these molecules is extracellular ATP (ATP,), a co-
signaling molecule that increases the intracellular Ca*’
concentration in cortical thymocytes [ 7] and modifies
their functional properties via DNA synthesis and
mitosis [10]. ATP, also induces carly cytosolic
acidification, membrane depolarization or hyper-
polarization [21], DNA fragmentation [38] and
thymocyte lysis [21]. Mantuano-Barradas ef al. [18],
in experiments to asses the involvement of ATP, in
thymic atrophy in the acute phase of experimental
Trypanosoma cruzi-infection, observed that ATP,
increased the plasma membrane permeabilization and
cell death in thymocytes.

Nitric oxide (NQO) is a simple molecule with a
variety of biological effects, including cytotoxicity
towards microorganisms [1], tumor cells [32] and
other NO-sensitive cells [14]. Low levels of NO are
produced constitutively by endothelial cells and play
a physiological role in blood pressure regulation [23].
High levels of NO occur during inflammation and
after the inoculation of LPS. This NO is produced by
cytokine-inducible nitric oxide synthase (iNOS) that
is found in activated endothelial cells, macrophages
and dendritic cells. The role of NO as a signaling
molecule in thymocyte apoptosis has also been
investigated. Fehsel er al. [6] reported concentration-
dependent apoptosis in thymocytes that were co-
cultured with NO donors. and suggested that NO
mediates apoptosis in vivo because in Salmonella
typhimurium LPS-inoculated mice apoptotic cells
were found in close proximity to blood vessels. In
addition, an increased rate of thymocyte apoptosis was
observed when cells were cocultured with activated
endothelial cells. In this case, the degree of apoptosis
correlated with the NO concentration measured in
culture supernatants. The apoptosis-inducing effect
was completely inhibited when the NOS-inhibitor
NG-methyl-arginine (NMA) was present in the cell
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cultures. The NO-induced apoptosis was suggested
to occur by a mechanism involving the expression of
the tumor suppressor protein p53.

Recent evidence has demonstrated that thymic
dendritic cells (DCs) express iNOS and generate NO
in response to self- and alloantigens [2]. NO released
from thymic DCs during antigen processing may be
involved in T-cell negative selection and in the
deletion of specific thymocytes to non-self antigens
presented in the thymus during infections.

THYMIC ATROPHY BY DIRECT ACTION
OF PATHOGENS

The thymus can be directly affected by pathogens,
such as viruses, fungi, bacteria and protozoa, thus
contradicting the idea that T-cell maturation occurs
at an antigen-free site.

Rowe and Capps [26] described a murine virus
that induced thymic atrophy and necrosis in newborn
mice. This virus, known as mouse thymic virus,
infects CD4™ thymocytes and induces apoptosis with
a subsequent loss of helper cell activity [20].

The thymus can also be severely affected by
human immunodeficiency virus (HIV) through a
variety of mechanisms, including disruption of the
stromal architecture with loss of thymocyte activity,
cellular depletion by HIV replication within
thymocytes, and abnormal maturation or death of
thymocytes due to viral and/or host factors [19].

Because of the difficulty in studying the thymus
in HIV-infected humans, several model systems have
been proposed, including a monkey model infected
with simian immunodeficiency virus (SIV).
Rosenzweig ef al. [25] described a significant increase
of thymocyte apoptosis in SIV-infected newborn
macaques that was probably caused by an indirect
action of the virus since the number of apoptotic cells
was much greater than the number of infected cells.
In addition, apoptosis was observed mainly in the
thymic cortex whereas most of the infected cells were
located in the thymic medulla. The increased level of
apoplosis scen by these authors was related to
alterations in the two major pathways associated with
apoptosis, namely Fas-Fas ligand and bel-2. Up-
regulation of the pro-apoptotic molecule Fas on CD4*
thymocytes and down-regulation of bel-2, which
protects cells from apoptosis-inducing signals, may
contribute to the increased level of apoptosis. These
observations agree with those of Zauli et al. [36] who
also demonstrated that HIV type 1 Nef protein
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sensitizes CD4" T lymphoid cells to apoptosis via
functional upregulation of the Fas pathway.

The thymus is also a target organ in acute
experimental Chagas’ disease caused by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi. This parasite causes
alterations in the thymic microenvironment that
include increased density of the la-bearing cellular
network, a transient decrease in thymic hormone
production, topographic changes in the pattern of
cytokeratin expression by thymic epithelial cells, and
an increase in extracellular matrix production [28].
Cotta-de-Almeida et al. [5] also showed that the
lymphoepithelial complex of thymic nurse cells
(TNC) was severely impaired since there was a
reduction in the granularity, size and number of TNC
complexes, as well as ultrastructural alterations
indicative of cell damage.

We have also studied thymic atrophy using
experimental models of infection that suppress the
immune response. Thus, murine hepatitis virus
(MHV)-infected mice show severe thymic atrophy
characterized by a loss of organ weight and cellularity
and an increased rate of apoptosis. When these mice
were co-infected with T, ¢ruzi the course of infection
was much more severe, indicating that alterations in
the thymus can adversely affect the systemic immune
response to non-related antigens [35].

More recently, we have been studied the thymic
alterations in mice infected with Paracoccidioides
brasiliensis, a dimorphic fungus that causes the most
prevalent form of systemic mycosis in Brazil and
suppresses the specific immune response. P.
brasiliensis invades the thymic microenvironment,
where it causes severe thymic atrophy characterized
by degeneration of the cortical area, a decrease in
organ weight, a loss of corticomedullary delimitation,
an increase in histiocyte number and the presence of
a juxtacapsular inflammatory infiltrate [4]. Cortical
degeneration was subsequently found to be caused
by an increase in the thymocyte apoptosis [30] and
by autophagic programmed cell death [31]. Such
thymic alterations could alter the systemic repertoire
of T cells. thereby impairing the specific immune
response to P. brasiliensis.

Although most of the cells affected during atrophy
are CD4'CDS" double-positive thymocytes, thymic
stromal cells also suffer a significant depletion during
viral infections [17]. The thymic stroma has
commonly been considered to be the source of signals
required for thymocyte survival. Thus, alterations in

the thymic microenvironment can impair thymocyte
maturation and lead to the entrance of immature or
tolerant lymphocytes, or both, into the peripheral
circulation.

The permissivity of thymic stromal cells to MHYV
is well documented [8,16]. This permissivity could
contribute to the dissemination of viral infection
within the thymus, and lead to the depletion of
thymocyte subpopulations and thymic atrophy. The
invasion of thymic stromal cells by T cruzi, with
localization of the parasite in phagocytic and epithelial
cells of the thymus, could result in defective
thymocyte maturation [9].

FINAL REMARKS

In view of data reviewed in this paper, it is possible
to affirm that thymic involution is frequently found
during infectious discases. Thus, it is reasonable to
assume that under these conditions the host defense
functions are impaired. While this process may be
regarded as a host defensive strategy since potentially
harmful T-lvmphocytes are eliminated, it may also
be regarded as a mechanism used by microorganisms
to evade host immunity. The growing number of
studies in this area should contribute to our
understanding of the mechanisms involved in thymic
involution.
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