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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Jonathan Duraes da Silva

Camundongos desnutridos e infectados com Leishmania (Leishmania) infantum sofrem
drastica atrofia timica acompanhada de diminuicdo nos niveis de quimiocinas e
citocinas, mas a capacidade migratéria de timocitos frente a estimulo quimiotatico ex
vivo é preservada. Além disso, a andlise histopatolégica do timo revelou que, enquanto
os camundongos bem-nutridos infectados (CPi) mostraram um aumento na zona cortical
timica, os camundongos desnutridos e infectados (LPi) exibiram uma reducao
significativa da razdo cortex:medula. Em conjunto, esses resultados indicam que o
microambiente timico, e ndo a migracao celular per se, esta comprometido nesses
animais. Para avaliar essa hip6tese, analisamos os efeitos da desnutricdo em
componentes da matriz extracelular timica e nas subpopulacbes de timécitos em
camundongos BALB/c infectados com L. infantum. Observamos niveis
significativamente aumentados de fibronectina, laminina e MMP-10 na regido cortical
timica. Visto que essa desregulacao pode resultar em, (i) alteracdes nas subpopula¢cdes
de timdcitos, (ii) defeitos na migracao intratimica de timocitos em desenvolvimento e/ou
(iii) emigracdo de células T imaturas para periferia, analisamos por citometria de fluxo as
subpopulagdes de células T no timo e em sangue periférico, avaliamos a presenca de
células duplo positivas (DP) na regido medular timica e analisamos os niveis de
quimiocinas envolvidas com a atracdo de células T maduras do coOrtex para a medula
(CCL21) e da medula para a periferia (S1P1-S1P). Observamos uma redu¢éo no nimero
absoluto de células DP em animais LP e LPi, enquanto na regido medular timica e no
sangue periférico desses animais essas células estdo aumentadas. Além disso,
observamos que o0s niveis de CCL21 estdo reduzidos significativamente em animais
desnutridos (LP) e desnutridos e infectados (LPi) devido a desnutricdo. Andlise imuno-
histogquimica revelou um aumento significativo dos niveis de S1P; no cortex timico de
camundongos desnutridos (LP e LPi) ao passo que os niveis do seu ligante S1P em
sangue periférico estavam reduzidos somente nos animais infectados (CPi e LPi). Além
disso, observamos que a desnutricdo favorece o aumento significativo da carga
parasitaria no timo em comparacdo a animais bem nutridos infectados (CPi), e que
animais CPi apresentam aumento significativo de células T CD4"* efetoras (CD44*CD62I
) e recém ativadas (CD44*CD62I-CD69"), enquanto animais LPi ndo exibem esse
aumento. Em conjunto, esses resultados sugerem que a desnutricdo induz um
microambiente timico disfuncional onde a diferenciacdo, selecdo e maturacdo de
timocitos estdo comprometidas e impactariam negativamente na saida de células T
maduras para a periferia e no controle da proliferacdo do parasito em 6rgéos linfoides
secundarios como o0 bago, que de fato apresenta aumento precoce da carga parasitaria,
agravando/acelerando os eventos imunopatolégicos na leishmaniose visceral em
individuos desnutridos e resultando, portanto, em formas mais graves da doenca.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
Jonathan Duraes da Silva

Malnourished mice infected with Leishmania (Leishmania) infantum suffer drastic thymic
atrophy accompanied by decreased levels of chemokines and cytokines, but the
thymocytes migratory capacity against chemotactic stimuli ex vivo is preserved. Besides,
histopathological analysis revealed that while well-nourished infected mice (CPi) show an
increase in the thymic cortical zone, malnourished-infected mice (LPi) exhibited a
significant reduction in the cortex:medulla ratio. Together, those results indicate that
thymic microenvironment, instead of cell migration per se, is compromised in
malnourished animals. To evaluate this hypothesis, we analyzed the effects of
malnutrition on the thymic extracellular matrix components and thymocytes
subpopulations in BALB/c mice infected with L. infantum. First, we observed significantly
increased levels of fibronectin, laminin and MMP-10 in the cortical region of
malnourished animals. Since these alterations may involve changes in thymocytes
subpopulations, defects in thymocytes migration and/or emigration of immature T cells to
the periphery, we analyzed thymic T cells subpopulations, verified the presence of
double-positive (DP) T cells in the medullary thymic region and peripheral blood, and
analyze the levels of molecules involved in mature T cells attraction from cortex to
medulla (CCL21), or from the thymic medulla to periphery (S1P1-S1P). We observed
reduction of DP cells in LP and LPi animals, while these cells are increased in the
medullary region and in the peripheral blood of these animals. Furthermore, we observed
significant reduction of CCL21 levels in LP and LPi animals. Immunohistochemistry
analysis showed increased S1P; levels in the cortical region of malnourished mice (LP
and LPi) while its ligand S1P was reduced in peripheral blood of infected animals (CPi
and LPi). Malnutrition also induced a significant increase in the thymic parasite load
compared to well-nourished infected animals (CPi). Moreover, effector (CD44+*CD62l")
and newly activated CD4* T cells (CD44*CD62I'ICD69*) increased in CPi animals
whereas LPi animals did not exhibit this increase. These results suggest that malnutrition
induces a dysfunctional thymic microenvironment where the differentiation, selection and
maturation of thymocytes is compromised. Such defects may negatively impact the exit
of mature T cells to the periphery and the control of parasite load in secondary lymphoid
organs such as the spleen, aggravating/accelerating the immunopathological events in
visceral leishmaniasis in malnourished mice and resulting in severe forms of the disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

O termo leishmaniose agrupa um conjunto de doencas tropicais e subtropicais
causadas por protozoarios intracelulares do género Leishmania. Dentre as formas
clinicas existentes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destaca,
principalmente, as seguintes formas: Leishmaniose Tegumentar (LT) e
Leishmaniose Visceral (LV). As doencas causadas por esses protozoarios
intracelulares sdo consideradas pela OMS como zoonoses, contudo, em algumas
regides, a transmissédo entre humanos se da sem participacdo de outros mamiferos,
caracterizando assim uma antroponose. Além disso, a leishmaniose é considerada
uma das doencas tropicais negligenciadas mais importantes encontrando-se,
atualmente, entre as 6 endemias consideradas prioritarias no mundo, representando
assim um grave problema de satde mundial (WHO, 2021).

Durante seu ciclo de vida, Leishmania apresenta diversas formas evolutivas
dentre as quais duas se destacam: uma forma flagelada moével denominada
promastigota, a qual esta presente no vetor hematéfago e uma forma amastigota,
com o flagelo internalizado, presente nas células do hospedeiro vertebrado, sendo
os fagécitos profissionais, como células dendriticas e macréfagos, as principais
células infectadas (Figura 1.1). Esses parasitas sao transmitidos através da picada
das fémeas de insetos do género Phlebotomus ou Lutzomyia durante o repasto
sanguineo (TORRES-GUERRERO et al., 2017). Nesses vetores, o parasito sofre
diversas mudancgas morfolégicas que culminam na forma evolutiva infectante, a
promastigota metaciclica (Figura 1.1) (BATES, 2018). Multiplos repastos sanguineos
sdo criticos para o sucesso da infeccdo no vetor e para o desenvolvimento do
estagio infectivo dos parasitos (SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2020). A infeccéo
se inicia quando o vetor regurgita a forma infectante na pele do hospedeiro
vertebrado e o0 sucesso dessa infeccdo depende de fatores que incluem
componentes da microbiota intestinal do vetor e proteinas presentes na saliva do
flebotomineo (BATES, 2018), assim como de fatores do parasita incluindo
proteofosfoglicanos e moléculas secretadas através de exossomos (ATAYDE et al.,
2016).

No hospedeiro vertebrado acontecem interacdes mediadas através da ligacao

das promastigotas com receptores presentes na membrana de fagocitos que
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facilitam sua internalizacdo em vacuolos parasitoforos (TORRES-GUERRERO et al.,
2017). Dentro desse vacuolo, os parasitos sofrem diferenciacdo para forma
amastigota, sem flagelo aparente, e continuam a se multiplicar, por divisdo binaria,
até romper a membrana dos fagocitos. A partir dessa lise, amastigotas séo liberadas
e fagocitadas por novas células que foram recrutadas ao local da infeccao,

perpetuando assim a infeccdo no hospedeiro vertebrado (MCGWIRE & SATOSKAR,
2014).

Estagios no
hospedeiro
mamifero

Bago Figado Medula Ossea

Figura 1.1- Ciclo de vida de Leishmania infantum. A figura mostra o ciclo de vida de uma das
espécies causadores da leishmaniose visceral. Inicialmente o inseto vetor se alimenta de um
hospedeiro infectado e durante o repasto sanguineo ingere células infectadas com as formas
amastigotas. No inseto vetor o parasito sofre diferenciacdo para formas evolutivas flageladas e
replicativas até atingir a forma infectante para os hospedeiros vertebrados que sdo as promastigotas
metaciclicas (ndo replicativas). No hospedeiro vertebrado, essas promastigotas infectam células do
sistema imune inato como macréfagos, neutréfilos e células dendriticas, onde novamente se
diferenciam para forma amastigota, podendo infectar diversos 6rgaos como figado, baco e medula
Ossea. Adaptado de: (SERAFIM; INIGUEZ; OLIVEIRA, 2020)
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1.2 Leishmaniose visceral (LV)

A LV é causada por parasitos das espécies L. donovani e L. infantum
(NICOLLE, 1908), mas h& casos reportados causados também por L. tropica
(CHAPPUIS et al., 2007). No Brasil, a espécie responsavel pelos casos de LV é L.
infantum e duas espécies de vetores estdo relacionadas com sua transmissao:
Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O primeiro
caso registrado da doenca no Brasil foi no ano de 1913, quando Migone, no
Paraguai, durante uma necropsia de um paciente do Mato Grosso, identificou a
presenca do agente infeccioso (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A LV é uma doenca que, se ndo tratada, pode levar a 6bito (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014). Estima-se que a incidéncia mundial de LV estd em torno de
50.000~90.000 casos, com um quadro de 6bitos que chega a quase 6.000 mortes
por ano (DNDI, 2020). No ano de 2019, 95% dos novos casos da doenca reportados
a OMS estavam concentrados em 10 paises: Brasil, China, Eti6pia, india, Iraque,
Kénia, Nepal, Somalia, Suddo e Sudao do Sul (WHO, 2021) (Figura 1.2). A LV é
considerada de importancia para a saude publica mundial em decorréncia da sua
alta incidéncia e letalidade, especialmente em criancas desnutridas, pacientes néo
tratados, e sua gravidade em portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Contudo, é uma doenca classificada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como “negligenciada”, pois afeta
principalmente populacdes mais pobres e vulnerdveis em paises com baixo
desenvolvimento socioecondmico especialmente da Africa, Asia, América Latina e
Caribe. Além disso, por ndo apresentar perspectivas de lucro, as industrias
farmacéuticas ndo tém interesse no desenvolvimento de quimioterapicos para o
combate da LV (CHAPPUIS et al., 2007). Atualmente, os farmacos que sao
utilizados para o tratamento dessa doenca incluem a miltefosina, anfotericina B e o
glucantime (MINISTERIO DA SAUDE, 2014)..
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Figura 1.2- Incidéncia de Leishmaniose visceral no mundo. O mapa mostra a incidéncia dos
casos de leishmaniose visceral no ano de 2019. Na coloragdo vermelha-escura observa-se os paises
que apresentam a incidéncia de mais de mil casos reportados, onde consegue-se observar o Brasil
fazendo parte das na¢6es onde mais casos da doenca séo reportados. Adaptado de: (WHO, 2021).

Na América Latina, a doenca vem sendo notificada desde o México até o
norte da Argentina. Cabe destacar que, mesmo com um numero alto de casos
subnotificados, o Brasil é responsavel por cerca de 90% dos casos de LV no
continente (MARCONDES & ROSSI, 2013). A doenca tem sido descrita em varios
municipios do pais, predominantemente em ambientes rurais. Contudo, atualmente
sao registrados casos em centros urbanos, como por exemplo nas cidades de Rio
de Janeiro (RJ) e em diversos outros centros urbanos (MINISTERIO DA SAUDE,
2014). Hoje em dia, a maioria dos casos confirmados notificados no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude se distribui
de ordem decrescente nas seguintes regides do Brasil: Nordeste, Sudeste, Norte,

Centro-oeste e Sul (Quadro 1.1).
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Quadro 1.1- Nimero de casos confirmados notificados no SINAN no periodo de 2016 a 2019.

Ano Regidao Regidao Regiao Regiao | Regidao Centro- Total
Notificacao Norte Nordeste Sudeste Sul Oeste

2016 622 1828 756 17 232 3455

2017 861 2199 1096 17 283 4456

2018 836 2197 604 15 199 3851

2019 541 1603 456 16 211 2827

Total 2860 7827 2912 65 925 14589

Adaptado de: Ministério da Saude - Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo. Disponivel
em: www.portalsinan.saude.gov.br/. Acessado em: novembro/2021. Nao existem dados publicos no
SINAN sobre 2020.

A infeccdo com espécies de Leishmania viscerotropicas € assintomética na
maioria das vezes, entretanto alguns pacientes manifestam alguns sintomas
moderados ou transitérios como: diarreia, tosse seca, adinamia, febre leve, sudorese
e discreta hepatoesplenomegalia (QUEIROZ et al.,, 2004). Quando néo tratados
adequadamente, os sintomas podem evoluir para a forma grave doencga, forma essa
cujos sintomas sao caracterizados por intensa hepatoesplenomegalia, febre, dor,
perda de peso, ictericia e em fases mais tardias da doenca os pacientes podem
apresentar edema e ascite (BADARO et al., 1986). Um estudo de caso-controle
realizado no brasil demonstrou a LV como sindrome de resposta inflamatoria
sistémica, sendo as infec¢cbes bacterianas e sangramento os dois principais
desfechos associados aos pacientes com LV que foram a o6bito (COSTA et al.,
2010).

1.3 Curso da infecgcédo na leishmaniose visceral experimental

Como mencionado anteriormente, a LV é causada particularmente pelas
espécies L. donovani e L. infantum. Os principais sitios de infeccdo com esses
parasitos sdo o baco e o figado (KAYE et al., 2004). A maior parte do conhecimento
que se detém sobre mecanismos envolvidos na resposta imunologica na LV é
oriunda de estudos realizados em modelos animais, devido a dificuldade de realizar
a coleta de amostras em humanos (KAYE et al., 2004). Dentre os modelos de
animais experimentais pode-se citar camundongos, hamsters, caes e primatas nao
humanos (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Apesar das vantagens

em se utilizar modelos animais para o estudo, nenhum deles reproduz fielmente o
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desfecho da infeccdo humana por Leishmania (LORIA-CERVERA; ANDRADE-
NARVAEZ, 2014). Dentre os fatores que contribuem para essas diferencas
destacam-se a rota de infeccdo, a natureza e quantidade do in6culo, assim como a
cepa do parasita (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Em modelos experimentais de LV que utilizam camundongos, sabe-se que o
resultado da infeccdo é determinado geneticamente. Em geral, camundongos (Mus
musculus) sdo conhecidos por controlarem a infeccéo por L. infantum e L. donovani,
sendo assim considerados modelos resistentes. Essa resisténcia tem sido associada
ao gene Slcllal, também conhecido como Nrampl, responsavel por codificar um
transportador de ions metalicos divalentes que regula a homeostase do ferro em
macrofagos, evitando que seja usado pelos parasitas no interior do vacuolo
parasitéforo, controlando assim a replicacdo precoce de amastigotas (LIPOLDOVA &
DEMANT, 20086).

As linhagens de camundongos que possuem mutacdes no gene Sicllal,
como € o caso dos camundongos BALB/c e C57BL/6, ndo conseguem controlar a
proliferacao inicial do parasita no figado, mas com cerca de 8-12 semanas controlam
a infeccdo mediante a formagdo de granulomas. A maioria das cepas de
camundongos que apresentam mutacdes nesse gene desenvolvem mecanismos
imunologicos adquiridos para controlar o crescimento do parasita no figado em
estagios posteriores da infeccao (NIETO et al., 2011). Cepas com mutacdes no gene
Slcllal apresentam cerca de 50 vezes mais amastigotas no figado quando
comparado com as cepas selvagens (LIPOLDOVA & DEMANT, 2006). E importante
ressaltar que a resisténcia natural independe de células T e de outros aspectos da
imunidade adquirida (KAYE; SCOTT, 2011).

Camundongos, entéo, sao considerados modelos adequados para estudar a
infeccdo subclinica ou resolutiva. Nesse contexto, BALB/c e C57BL/6 séao
considerados suscetiveis no a L. donovani ao passo que camundongos SV/129 sao
considerados resistentes (LIPOLDOVA & DEMANT, 2006). Por essa razdo, BALB/c
e C57BL/6 sdo comumente utilizados em estudos experimentais. Também foi
corroborado que camundongos BALB/c sdo suscetiveis a infeccdo com L. infantum,
SV/129 séo resistentes e C57BL/6 apresentam um fendtipo de infeccéo
intermediario entre a susceptibilidade do primeiro e a resisténcia do segundo
(PEREZ-CABEZAS et al., 2019). A infeccdo nesses animais em geral no é fatal,

mas a imunopatologia dos tecidos infectados apresenta alguma similaridade com o
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espectro de sintomas clinicos relatados em pacientes com LV (FALEIRO et al.,
2014).

O hamster dourado sirio (Mesocricetus auratus) € conhecido por ser
suscetivel a infeccao por L. donovani e L. infantum. Além disso, ele é considerado
um dos melhores modelos para se estudar a LV devido ao fato de reproduzir as
caracteristicas clinicas e patolégicas da doenca em humanos (LORIA-CERVERA;
ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Durante a progressao da LV em hamsters, apesar da
grande ativacdo da resposta imune, sobretudo a resposta Thl, observa-se uma
replicacdo descontrolada do parasito no figado, baco, e medula éssea. A infeccéo
leva a um comprometimento gradual da resposta proliferativa aos antigenos do
parasita. Esse comprometimento em parte € atribuido a incapacidade de células
apresentadoras de antigeno (APCs) em estimular células T especificas, assim como
a producdo de TGF-B que desencadeia a apoptose de linfécitos e a regulagéo
negativa da atividade de proteina quinase C (PKC) (NIETO et al., 2011).

Os hamsters apresentam varios sinais clinicos de LV como
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia e caquexia, que Sao
semelhantes aos sintomas observados na doenga canina e humana (NIETO et al.,
2011). Além disso, os hamsters apresentam expressdo reduzida do gene que
codifica INOS, que por consequéncia pode levar a baixos niveis de o6xido nitrico
(NO), portanto, prejudicando o mecanismo pelo qual o macréfago consegue
responder contra o parasito (NIETO et al., 2011). Entretanto, apesar de ser um bom
modelo para estudar a LV, é importante salientar que esse modelo possui algumas
limitacdes como a escassez de reagentes especificos, como anticorpos, disponiveis

para estudar o papel da resposta imune na patologia da doenca.

1.4 Resposta imune na leishmaniose visceral

Apesar da imunologia e imunopatologia da leishmaniose em humanos, cées e
em modelos experimentais murinos serem amplamente estudadas, a resposta frente
a infeccdo € complexa e ainda ha varios aspectos pouco compreendidos (KAYE &
AEBISCHER, 2011).

A disseminacdo do parasito no hospedeiro € resultante de uma resposta

imune ineficaz contra o parasito. Essa ineficiéncia é caracterizada por um

desequilibrio da resposta imune que passa a ser dominada pelo aumento de
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citocinas regulatérias como IL-10 e TGF-B, as quais afetam diretamente na resposta
imune celular anti-Leishmania (GOLLOB et al., 2014).

A resposta imune inata participa na resisténcia a LV, controlando a
proliferacdo do parasito durante os estagios iniciais da infeccdo e direcionando o
recrutamento de células. Além disso, promove o desenvolvimento do microambiente
de citocinas no qual as células T especificas do parasita séo iniciadas (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2005). O inicio da resposta inflamatoria ocorre a partir do
momento que o inseto vetor infectado regurgita os parasitos e esses penetram na
derme, onde se observa o recrutamento de neutrdfilos e macrofagos para o sitio de
infeccdo. Ainda no local da infeccéo, células apresentadoras de antigeno (APC), as
quais incluem células dendriticas e macréfagos, secretam interleucina-12 (IL-12).
Esta citocina induz a producéo de interferon gama (IFN-y) por células T CD4* e NK
que por consequéncia aumentam a atividade microbicida de macrofagos e células
dendriticas (KAYE; SCOTT, 2011). O IFN-y confere uma resposta protetora devido a
sua funcdo na ativacdo do macréfago no perfil classico M1, no qual observa-se a
producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS),
particularmente o6xido nitrico ((NO) os quais resultam na morte intracelular de
amastigotas (KAYE & SCOTT, 2011).

Outro mecanismo pelo qual o macréfago consegue resolver a infeccdo com
Leishmania envolve a ativacdo de inflamassomas. Os inflamassomas consistem em
complexos de proteinas com dominio de ligacdo de nucleotideos e repeticdes ricas
em leucina (NLRs), os quais sao formados no citoplasma de células do sistema
imune inato a partir da deteccdo de micro-organismos ou sinais de dano pelos
receptores de reconhecimento de padrées (PRR’s) (ZAMBONI; SACKS, 2019).
Inflamassomas séo criticos para o desfecho da leishmaniose (LIMA-JUNIOR et al.,
2013) e o NLRP3, que esta envolvido na deteccédo e restricdo da infeccdo por
parasitas (ZAMBONI & LIMA-JUNIOR, 2015), € o mais estudado. Recentemente foi
mostrado que as moléculas de LPG presentes na superficie dos parasitos ativam
indiretamente a caspase-11 que desencadeia a ativacdo do inflamassoma NLRP3
resultando na restricdo da multiplicagéo intracelular do parasito (DE CARVALHO et
al., 2019).

As DCs presentes na derme tém papel fundamental na apresentacdo e
ativacdo de células da resposta imune adquirida (T CD4* e T CD8"), entretanto, a
funcdo das células T CD8* na resposta contra Leishmania parece ser dual
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(TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005). Existem estudos que indicam a
importancia desse tipo celular no controle da infeccdo experimental por L. major
(MULLER et al., 1993). Recentemente foi observado que a subpopulacéo de células
T CD8* estava aumentada e havia alta produgcdo de granzima B em pacientes
curados da infeccdo com L. donovani (KAUSHAL et al., 2014). A granzima B é uma
serino-protease presente em granulos de linfocitos T citotoxicos que é internalizada
na ceélulas infectadas (SUSANTO; TRAPANI; BRASACCHIO, 2012). Quando
presente no citoplasma da célula-alvo, a granzima B € capaz de induzir apoptose por
meio da ativacdo de caspases 3, 6 e 7 (SUSANTO; TRAPANI; BRASACCHIO,
2012). Por outro lado, embora na LV experimental as células T CD8* contribuam
para o controle do parasita, na LV humana as células T CD8 esplénicas sdo
predominantemente anérgicas/exaustas, ao passo que sistemicamente € observada
uma mistura de células anérgicas e células citotéxicas, o que em conjunto afeta a
capacidade das células T CD8* de contribuir para a resposta imune protetora
(GAUTAM et al., 2014).

Em geral, a suscetibilidade a LV esta associada a diminuicdo da imunidade
mediada por células T tipo 1, com diminui¢cdo dos niveis de IFN-y e IL-12, e aumento
de IL-4 e IL-10. A LV também é caracterizada pela ativacao policlonal de células B, e
o aparecimento de sintomas clinicos depende de um balanco entre a carga
parasitaria e a resposta mediada por células (KAYE; SCOTT, 2011).

Como mencionado anteriormente, o controle da infeccdo na LV depende de
uma resposta imune mediada por células bem-sucedida com altos niveis de IFN-y e
IL-12 que resultam na acdo microbicida mediada por 6xido nitrico (BACELLAR et al.,
2000)Adicionalmente, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma citocina crucial
da cascata inflamatéria, € fundamental para o controle inicial da infeccdo com L.
donovani e resolucdo durante LV experimental (TUMANG et al., 1994). Uso de
bloqueadores de TNF-a resultam em reativacdo da doenca com apresentacfes
atipicas (BOSCH-NICOLAU et al., 2019). Por outro lado, na susceptibilidade a LV,
citocinas como IL-27 e IL-21 tém sido associadas a expansao de células produtoras
de IL-10 no bago de pacientes com a doenga, contribuindo com os efeitos
supressivos da resposta imune mediados por esta citocina (ANSARI et al., 2011,
NYLEN; SACKS, 2007).

Em camundongos, nas semanas iniciais apds infeccdo via intravenosa, 0s

parasitas se multiplicam rapidamente no figado. No figado, as principais células
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infectadas pelo parasito sdo as células de Kupffer, que sdo os macrofagos
residentes no tecido hepatico. A eliminacdo dos parasitas nesse 6rgédo, em grande
parte se deve a formacdo de uma resposta granulomatosa (LORIA-CERVERA;
ANDRADE-NARVAEZ, 2014; POULAKI; PIPERAKI; VOULGARELIS, 2021). As
células T natural Killers invariantes (iINKT) desempenham papel importante na
formacdo inicial do granuloma. Essas células reconhecem moléculas de
lipofosfoglicano (LPG), presentes abundantemente na superficie dos parasitos,
através do receptor de célula T (TCR). Esse reconhecimento desencadeia a
producéo precoce de IFN-y. Além disso, as células iINKT secretam varias citocinas e
guimiocinas, como CXCL-10, o que promove a atracdo de células T, assim como a
maturacdo de granulomas. Os granulomas sao formados por um nucleo central de
células de Kupffer envolto por um anel externo de linfécitos T e outras células do
sistema imune. O granuloma permite a concentracdo local de citocinas inflamatdrias,
gue melhoram a ativacdo de mecanismos leishmanicidas nas células de Kupffer
incluindo a producéo de ROS e NO (FALEIRO et al., 2014).

Ainda no granuloma, a IL-12 produzida por macrofagos ativados induz a
producdo de IFN-y por células linfoides presentes na estrutura, aumentando a
resposta contra os parasitos. O TNF-a também desempenha papel importante na
regulacdo inicial da montagem dos granulomas (KAYE et al., 2004). Os granulomas
hepéticos alcancam sua maturacdo completa em torno de 2 a 4 semanas apoés a
infeccdo e, até a oitava semana de infeccdo, a carga parasitaria reduz
significativamente. Apesar do figado controlar bem a infeccéo, € importante salientar
gue ndo ha uma completa resolucdo. Acredita-se que parasitas residuais no figado
possam ativar uma resposta imune duradoura, o que pode fornecer protecao a longo
prazo contra reinfecgdes (STANLEY; ENGWERDA, 2007).

Em contraste ao que acontece no figado, a infeccdo no baco de camundongos néo é
autoresolutiva, pois a resposta imune local ndo consegue eliminar os parasitos e,
com a persisténcia desses no bacgo, a infeccao se torna cronica (KAYE et al., 2004).
ApoOs a infeccdo via intravenosa, grande parte dos parasitas inoculados (95%) séo
fagocitados por 3 subpopulacdes de macréfagos presentes no bago, os macrofagos
da polpa vermelha, macréfagos da zona marginal (MZM) e macro6fagos metalofilicos
marginais (MMM) (GORAK; ENGWERDA; KAYE, 1998). O fator regulador de
interferon-7 participa na regulagdo da morte de L. donovani, sobretudo no

fagossomo de macrofagos MMMs e MZMs infectados pelo parasito. Além disso, o
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controle do parasito nesses macréfagos pode envolver outros mecanismos que nao
dependem de NO (PHILLIPS et al., 2010). Apos essa infeccéo inicial, DCs maduras
chegam a bainha linfoide periarteriolar e produzem IL-12 dando inicio a resposta de
células T. As DCs podem fagocitar restos de parasitas presentes na zona marginal
ou fagocitar macrofagos contendo parasitas. Durante a infeccdo, o bago passa por
um processo de desorganizacdo da sua arquitetura. Inicialmente, a polpa branca
esplénica apresenta-se com foliculos linfoides aumentados, no entanto, a medida
que a doenca progride, esses foliculos sdo rompidos, fazendo com que se perca 0s
limites dos compartimentos de polpa branca, onde a zona marginal (ZM) se torna
menos evidente (HERMIDA et al., 2018). Nas formas graves de LV, o baco
apresenta atrofia da polpa branca, e pode-se observar a presenca de plasmaocitos
que substituem as populacbes residentes da polpa vermelha (HERMIDA et al.,
2018).

A ativacdo de células T CD4* pode ser detectada no primeiro dia pés infeccao
e 0 pool de células T CD4* especificas contra o parasita aumenta durante as
primeiras semanas, 0 que contribui para o0 surgimento da esplenomegalia. A
sinalizacdo de IL-12 em células T CD4* promove a translocacdo de STAT4 para o
nacleo e culmina na inducédo do fator de transcricdo T-bet e regulacdo positiva do
receptor de IL-12 para iniciar a diferenciacdo dessa célula para o perfil Thl
(STANLEY; ENGWERDA, 2007). Na fase aguda da infeccdo, o bagco consegue
eliminar os parasitas, porém com o decorrer das semanas a resposta imune ja nao €
suficiente para eliminar o parasita. Na terceira semana apos a infeccédo, a carga
parasitaria no baco comeca a aumentar, o que sinaliza para o inicio da fase crénica
da doenca (FALEIRO et al., 2014).

A sobrevivéncia do parasita depende de mecanismos de evasao do sistema
imune, como por exemplo pela modulacdo da atividade microbicida de macrofagos
por meio da producdo de TGF-B com inibicdo da acdo de IFN-y, diminuicdo na
expressédo de moléculas de MHC classe Il e diminui¢cdo da producdo de NO. Como
mencionado anteriormente, a IL-10 produzida por macréfagos também contribui para
sobrevivéncia de Leishmania pela inibicdo da producgéo de citocinas como IL-1b, IL-
6, IL-8 e TNF-a, assim como reduz a fun¢do de APC dessas células (MONTES DE
OCA; ENGWERDA; KAYE, 2020).
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1.5 Desnutrigéo

A OMS define a desnutricdo como uma deficiéncia, excesso, ou desequilibrio
no consumo de energia e/ou nutrientes especificos em relacdo as necessidades de
um individuo. O termo “desnutricado” abrange dois grupos com condi¢des totalmente
distintas, onde uma das condicbes € a subnutricio e a outra € o0
sobrepeso/obesidade. Com relacdo a subnutricdo, pode se apresentar de duas
formas cléssicas: (i) desnutricdo proteico-calorica, quando n&o ha consumo
suficiente de comida e como consequéncia, ha menor peso em relacdo a altura
corporal e/ou menor altura em relacéo a idade e esta associada com o aumento de
risco de contrair doencas infecciosas; (ii) desnutricdo por micronutrientes, quando ha
deficiéncia de vitaminas e/ou minerais especificos na dieta (WHO, 2021);

A desnutricdo afeta todos paises, e estima-se que 462 milhdes de adultos no
mundo estdo desnutridos ao passo que na populacéo infantil com idade inferior a 5
anos, esse numero chega a 195 milhées (WHO, 2021). Outro dado alarmante
mostra que ~45% das mortes de criangcas menores de 5 anos estéo relacionadas a
desnutricdo, sendo esse impacto maior em paises mais pobres (WHO, 2021). De
acordo com relatorio da Organizacdo das Nacfes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO), o continente Africano continua liderando na taxa de prevaléncia
de individuos subnutridos no mundo representando cerca de 19,1%, seguido do
continente Asiatico e do continente Latino Americano (8,3 e 7,4%, respectivamente)
(FAO, 2020) (Figura 1.3).
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Figura 1.3- Prevaléncia da desnutricdo no mundo. A figura mostra o mapa da fome no mundo
elaborado pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo com os dados de
prevaléncia da fome de 2017 a 2019. Os nimeros de 2020 nado estdo considerados nesse mapa.
Desde 2014 e até 2019 o Brasil estava fora desse mapa, mas dados indicam que pais voltou ao
mapa em 2021. Tomado de: (FAO,2020).

De acordo com a FAO, muito antes da pandemia de COVID-19, o mundo ja
estava longe de cumprir o compromisso de acabar com a fome e a desnutricdo em
todas as suas formas até 2030. Agora a pandemia tornou isso mais dificil. A
avaliacdo global da inseguranca alimentar e desnutricdo para 2020 mostra que a
fome mundial aumentou e a prevaléncia da desnutricdo (PoU) subiu mais 4% em
apenas um ano. O relatério da FAO calcula que entre 720 e 811 milhGes de pessoas
no mundo passaram fome em 2020, aumentando em cerca de 161 milhdes o
namero de pessoas que passaram fome em comparacdo a 2019. Na América Latina
e no Caribe foram afetadas pela fome em 2020 14 milhdes de pessoas a mais do
que em 2019 (FAO, 2021). Cerca de 12% da populacdo mundial (~1 bilhdo de
pessoas) sofreu de inseguranca alimentar grave em 2020. A pandemia aumentou a
prevaléncia das diferentes formas de desnutricdo no mundo e calcula-se que seus
efeitos serdo duradouros, como ja visto em 2021. A desigualdade de renda é uma

das principais causas da PoU (FAO, 2021). Contudo, o indice de desnutricdo
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calculado com base no PoU pela FAO ndo é o mais adequado para aferir realidade
dos brasileiros.

Dados do Inquérito Nacional sobre Inseguranca Alimentar no Contexto da
Pandemia da Covid-19 no Brasil, elaborado pela Rede Brasileira de Pesquisa em
Soberania e Seguranca Alimentar e Nutricional - Penssan, mostram que o Brasil
retrocedeu 15 anos em cinco, voltando a ter a fome como problema estrutural. Os
resultados desse inquérito mostram que, em 2020, a Inseguranca Alimentar e a
fome no Brasil retornaram aos patamares préximos aos de 2004 (Figura 1.4). O
sucesso, obtido entre 2004 e 2013, na garantia do direito humano a alimentacdo
adequada e saudavel foi anulado para parcela significativa da populacéo brasileira a
partir de 2014 e a inseguranca alimentar grave aumentou em 27,6% ao ano entre
2018 e 2020 (REDE PENSSAN, 2021).

B0
~ ded4%a10%
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Figura 1.4- Evolucdo da fome no Brasil: porcentagem da populacéo afetada pela inseguranca
alimentar grave entre 2004 e 2020 - macrorregifes. A figura mostra que, em 2020, a Inseguranca
Alimentar e a fome no Brasil retornaram aos patamares préximos aos de 2004. Fonte: Dados
reanalisados para a escala de oito itens, a partir das pesquisas: [1] Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios 2003-2004 (IBGE); [2] Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios 2008-2009 (IBGE); [3]
Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios 2013-2014 (IBGE); [4] Pesquisa de Orgcamentos
Familiares 2017-2018 (IBGE); [5] VigiSAN Inquérito SA/IA — Covid-19, Brasil, 2020. Tomado de:
Relatorio sobre Inseguranga Alimentar e Covid-19 no Brasil, 2021. Disponivel em:
http://olheparaafome.com.br/VIGISAN_Inseguranca_alimentar.pdf.

33



Entre as diferentes formas de desnutricdo, a desnutricdo proteico-calorica,
gue € basicamente o resultado da falta de comida, € um grave problema de saude
publica nos paises em desenvolvimento, sendo responsavel por mais de 50% de
mortalidade na populacao infantil menor de 5 anos (MALAFAIA, 2009).

1.5.1 Efeitos da desnutricdo proteico-caldrica naimunidade

Notavelmente, existe uma relacdo dinamica entre infec¢cdo, nutricdo e
imunidade (BRUNETTO et al.,, 2007). A desnutricdo € uma doenca de carater
sisttmico que afeta diversos 6érgaos incluindo o6rgdos linfoides primarios e
secundéarios, e em consequéncia, prejudicando o sistema imunoldgico dos
individuos, principalmente de criancas que nao possuem O sistema imune
completamente formado. Com essa imunossupressao, infeccbes oportunistas séo
favorecidas, e as doencas assim adquiridas resultam em perda de energia que
culmina em um déficit no aprendizado e producao reduzida que geram pobreza e
consequentemente inseguranca alimentar e violéncia, alimentado assim o ciclo
vicioso entre desnutri¢cdo, infeccdo e imunidade (SCHAIBLE & KAUFMANN, 2007)
(Figura 1.5).

/ Desnutricao \
Prejudica drgdos linfoides Instabilidade
primarios alimentar, viol&ncia

¢ X

Sistema imune é afetado,
principalmente em criangas

. f

Pobreza

Infecgao
Aprendizado reduzido,
\ producdo reduzida
Doenca /
§ mmmml- | perda de energia

Figura 1.5. Relacéo entre a desnutricdo, imunidade e infec¢cdo. O esquema mostra a relacdo entre
a desnutricdo, infeccdo, pobreza. Adaptado de: SCHAIBLE; KAUFMANN, 2007.
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Os efeitos da desnutricdo proteico-caldrica tendem a ser tecido-especificos e
podem também ser generalizados caso a desnutricdo ndo seja revertida. Grandes
periodos de privagdo alimentar acarretam uma alta nos processos catabolicos
devido a mobilizacdo de amino&cidos que séo utilizados na sintese de DNA, RNA e
de proteinas (KLASING, 2007). A resposta a infecgcdes também demanda esses
processos para proliferacdo celular e sintese de moléculas envolvidas na resposta
imune. Tendo em vista que a resposta imune é totalmente dependente da replicacéo
celular e da sintese de compostos proteicos ativos, a desnutricdo claramente tem
um efeito negativo sobre a imunidade. Assim, a desnutricdo é uma das causas mais
frequentes de deficiéncia imune secundaria e de consequente susceptibilidade para
infecgdes em humanos (SCHAIBLE & KAUFMANN, 2007).

1.5.2 Desnutricdo e Leishmaniose Visceral

A desnutricao proteico-calorica é reconhecida e apontada pela OMS como um
fator de risco para o desenvolvimento de formas graves da LV (CERF et al., 1987;
WHO, 2010). Além disso, muitos autores mencionam que o déficit nutricional afeta
diversos mecanismos imunolégicos como a funcdo fagocitica, e a producdo de
anticorpos e citocinas (SCHAIBLE & KAUFMANN, 2007; MALAFAIA, 2009;
CARRILLO et al., 2014; PAE & WU, 2017). Em um inquérito epidemioldgico nos
hospitais do municipio de Campo Grande — MT, foi observado que nos casos de LV
em adultos que evoluiram a ébito, 32,7% dos pacientes apresentavam desnutricao
como a principal comorbidade (OLIVEIRA et al., 2010). Esses dados confirmam que
a desnutricdo € um fator de risco para o desenvolvimento da LV tanto em criancas
como em adultos (DIRO et al., 2015; MENGESHA et al., 2014).

Em estudos utilizando modelo de desnutricdo e infecgdo com L. donovani
verificou-se que a desnutricdo levou a uma falha na funcdo de barreira dos
linfonodos e por consequéncia antecipou a visceralizacado do parasito (ANSTEAD et
al., 2001). Além disso, em camundongos desnutridos e infectados com L. donovani
foi observado que a visceralizacdo precoce é devida a reducdo de células
fagociticas nos linfonodos (IBRAHIM et al., 2013). Também foi encontrada uma

redugcdo no numero de células dendriticas residentes da pele drenadas para 0s
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linfonodos satélites, assim como desregulacdo na expressdo de quimiocinas e
receptores envolvidos na migracdo das DC para os linfonodos (IBRAHIM et al.,
2014).

Utilizando um modelo de desnutricdo proteica e infeccdo com L. infantum em
hamsters foi verificado que os animais que receberam dietas hipoproteicas
apresentaram no hemograma um numero de reduzido de mondcitos, granulécitos e
linfocitos, especialmente, linfécitos TCD4* e linfocitos B (CARRILLO et al., 2014).
Outro estudo utilizando modelo de desnutricdo proteico-calérica demonstrou que
camundongos desnutridos imunizados com antigeno de L. chagasi associado a
saponina, quando desafiados, apresentaram carga parasitaria aumentada no baco
guando comparados com animais que receberam dieta controle e foram imunizados
com o mesmo antigeno com saponina, mostrando o impacto da desnutricdo na
resposta imune (MALAFAIA et al.,, 2009). Em outro trabalho, foi observado que
camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L. chagasi, apos 4 semanas de
infeccdo apresentaram reducdo no peso do figado e baco, e isso era acompanhado
por aumento da carga parasitaria esplénica. Ademais, os animais desnutridos e
infectados apresentavam alteracdes em parametros bioquimicos como concentracao
de glicose e albumina. Quando esses animais foram desafiados com antigeno de L.
chagasi, a producao de IFN-y por células do baco era significativamente menor em
relacdo aos camundongos do grupo controle (SERAFIM et al., 2010).

A partir de analogia da classificacdo antropométrica de desnutricdo humana,
Anstead e colaboradores propuseram uma escala murina de desnutricdo baseada
no peso para idade. Nessa escala, o peso dos camundongos desnutridos foi dividido
pelo peso esperado baseado nos camundongos que receberam a dieta controle, e 0
produto dessa divisdo foi multiplicado por 100%. De acordo com essa escala,
guando o percentual de peso esperado fica entre 75% a 90% é considerado uma
desnutricdo leve, caso esse percentual fique entre 60% a 75%, a desnutricdo €
considerada moderada e quando menor que 60% a desnutricdo € considerada grave
(ANSTEAD et al., 2001).

1.5.3 Efeitos da desnutricdo em orgaos linfoides

Devido a sua acao sistémica, a desnutricdo afeta diversos Orgaos,
especialmente 6rgados linfoides como timo, baco, e medula 6ssea. Nosso grupo,

interessado em entender os efeitos da desnutricdo proteica no curso da infeccao e
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resposta imune na LV, estabeleceu um modelo de desnutricdo proteica e infecgcao
com L. infantum o qual tem permitido descrever alguns mecanismos celulares e
moleculares dos efeitos da desnutricdo sobre o timo e o baco (CUERVO-ESCOBAR
et al., 2014) e como eles incidem na resposta ao parasito. No timo, em particular,
observamos que camundongos desnutridos apresentaram drastica atrofia timica
traduzida em significativa perda de peso do O6rgdo e reduzida celularidade,
principalmente devida a diminuicdo da populacdo de células T duplo positivas,
somada a alteracdes significativas nas subpopulagbes T CD4* e CD8"(CUERVO-
ESCOBAR et al., 2014). Também observamos que 0s niveis de quimiocinas e
citocinas tais como CCL5, CXCL12, CXCL9, CXCL10, IL-1 e IL-10 estavam
significativamente reduzidas nos timos desses animais, sugerindo defeitos na
migracdo celular intratimica. Contudo, ensaios funcionais mostraram que a
capacidade de migracao ex vivo dos timdcitos em resposta a estimulos quimiotaticos
estava preservada, sugerindo que o microambiente timico dos animais desnutridos e
infectados, e ndo a capacidade migratoria das células per se, € particularmente
comprometido  pela desnutricio  (LOSADA-BARRAGAN et al, 2017).
Interessantemente, identificamos a presenca do parasita no timo infectando células
nesse microambiente (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Essas alteracdes
correlacionaram-se  positivamente com uma carga parasitaria esplénica
precocemente aumentada nesses animais e com uma diminui¢do de citocinas pro-
inflamatdrias no soro. Esses resultados nos estimularam a estudar dos efeitos
deletérios da desnutricdo sobre no microambiente timico e suas consequéncias na
resposta a infec¢gdo com L. infantum, tema desta dissertacdo, e por essa razdo nas
seguintes seccdes serdo descritas em mais detalhes algumas das caracteristicas
desse 6rgao linfoide.

1.6 Timo

O nome da glandula timo é derivado da palavra grega 6uudg (thumos), que
significa “alma”, e durante séculos acreditou-se que a alma estava localizada nesta
parte do corpo (ZDROJEWICZ; PACHURA; PACHURA, 2016). O timo € um 6rgao
linfoide primario, no qual os precursores hematopoiéticos derivados da medula
0ssea entram em processo de diferenciacdo que resulta na geracao de células T a3

ou y® maduras. ApoOs selegdo, maturagdo e desenvolvimento, as células maduras
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sairdo do timo para colonizar érgéos linfoides secundarios, onde proverdo imunidade
contra antigenos especificos (ALBANO et al., 2019).

O timo € um 6érgéo bilobado situado no mediastino anterior; onde cada lobo &
dividido em diversos lobulos por septos fibrosos e cada lébulo, por sua vez, é
dividido em duas regifes bem distintas: o cortex, onde se encontram os linfocitos T
em diferenciacdo, e a medula, onde sdo encontrados os linfocitos maduros (SAVINO
& DARDENNE, 2010). Esse o6rgéao linfoide primario se desenvolve e cresce até os 3
anos de idade. Apds atingir seu peso maximo, o timo involui, a partir da
adolescéncia, devido a influéncia dos horménios sexuais presentes na circulacdo
sanguinea. A involucédo timica é um dos fatores mais importantes que contribui para
reducdo da resposta imune com o passar da idade. Esse processo contribui para um
declinio na producdo de células T indiferenciadas, que culmina em um limitado
repertdrio de receptores de células T (TCR) (ZDROJEWICZ; PACHURA; PACHURA,
2016). Um terceiro compartimento pode ser encontrado no timo, chamado de espaco
perivascular (EVP), esta regido é fisicamente separada do epitélio timico e conforme
o envelhecimento timico, o EVP aumenta e substitui progressivamente o epitélio
timico (FLORES et al., 1999).

Na regido cortical encontram-se as células epiteliais corticais (cCTEC), as quais
secretam IL-7, uma importante interleucina requerida para o0 inicio do
desenvolvimento dos timoécitos (TAKAHAMA, 2006). Além disso, as CcTECs
expressam uma variedade de antigenos préprios que sdo apresentados pelo
complexo MHC, o qual determina a diversidade do repertério de células T através da
selecéo positiva (ALBANO et al., 2019). Ainda no cértex, encontram-se as células
“nurse” do timo (TNCs), que sdo células epiteliais especializadas, que expressam
citoqueratinas 5 e 8. Essas células conseguem incorporar linfécitos em vacuolos
citoplasmaticos especializados desempenhando um papel importante no
desenvolvimento de células T e restricio de MHC (GUYDEN et al.,, 2015;
NAKAGAWA et al., 2012). A medula timica contém corpusculos de Hassall que séo
células epiteliais reticulares eosinofilicas dispostas concentricamente contendo
guerato-hialina e feixes de fibras citoplasméaticas (ALBANO et al., 2019; TAKAHAMA,
2006). Essas células se diferenciam das células epiteliais medulares timicas
(mTEC), apos a inativacdo do gene regulador autoimune (AIRE) (ALBANO et al.,
2019). As mTEC expressam um conjunto diferente de autoantigenos produzindo um

repertorio de células T autotolerantes pela selecdo negativa de células T
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autorreativas que se ligam com alta afinidade aos autoantigenos (WATANABE et al.,
2005). Outras células também s&o encontradas no timo como células B, células NK,
células INKT, macréfagos, células dendriticas do tipo | e do tipo Il. No quadro 1.2
estdo sumarizadas algumas das populacdes de células presentes no microambiente

timico.
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Quadro 1.2- Tipos celulares presentes no timo. Adaptado de ALBANO et al., 2019.

Tipo celular
Macréfagos Dendriticos
Células Dendriticas do Tipo 1
Células Dendriticas do Tipo 2
Células NK
Células B
CTEC
mTEC
Célula “nurse”do timo
Célula iNKT
Células Duplo Positivas
Células Duplo Negativas 1
Células Duplo Negativas 2
Células Duplo Negativas 3
Células Duplo Negativas 4
Células Simples Positivas CD4*

Células Simples Positivas CD8*

Fenotipo
CD45+, F4/80%, Mac-2*
CD11chigh, MHC II*, CD45RA", CD8a*
CD11chigh, MHC II*, CD45RA", SIRP a*
CD127+
CD19*

CDA45-, EpCAM*, Ly51*, K8*, K57, K14~
MTECsCDA45-, EpCAM*, Ly51-ow CD80"gh, K8-, K5*, K14+
K5*, K8*, pH91*
CD1d-restrito as células NK

CD3*, CD4+, CD8*
CD44+CD25
CD44*CD25*
CD44-CD25*
CD44-CD25
CD3*, CD4*

CD3*, CD8*

1.6.1 Desenvolvimento de linfécitos T no timo

Existem pelo menos dois modos de entrada de células T progenitoras ao timo

para iniciar o seu desenvolvimento: (i) uma via que independe de vascularizacao, a

qual provavelmente ocorre durante estagios iniciais da embriogénese; e (ii) uma via

dependente de vascularizagdo, que ocorre nas fases finais da embriogénese e no

periodo pds-natal (TAKAHAMA, 2006). As células progenitoras linfoides oriundas da

medula 6ssea entram no timo através da juncdo cortico-medular, sendo a partir

desse momento chamadas de timécitos duplo negativos (DN), pois ainda nao

expressam 0s co-receptores CD4 e CD8, nem o receptor de célula T (TCR). Em

seguida, esses timacitos DN migram pelo cortex em direcdo a regido subcapsular do
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timo. Durante essa etapa, o processo de migracdo dos timécitos DN € regulado por
sinais de receptores de quimiocinas CXCR4 e CCR7 (KONDO; OHIGASHI;
TAKAHAMA, 2018). O CXCR4 é um receptor de quimiocina expresso ha membrana
de timocitos DN responsavel pela migracdo desses timécitos da juncdo cortico-
medular para regido subcapsular do cortex, enquanto seu ligante, CXCL12, é
produzido e secretado por cTECs. Outros receptores e ligantes também estao
envolvidos nessa migracdo, como € o caso de CCR9 e CCL25, sendo o receptor
expresso em timoécitos DN2-DN3 e o seu ligante produzido por cTECs. Além destes,
o receptor CCR7 (expresso em timécitos DN) e seus ligantes CCL19 e CCL21
(produzidos por cTECs), mas em menor quantidade, parecem estar envolvidos
nessa migracao para regido mais externa do cortex (TAKAHAMA, 2006).

Durante essa migracdo na &rea cortical, os timécitos DN sofrem quatro
estagios de diferenciagdo: DN1 (CD44*CD257), DN2 (CD44*CD25*), DN3 (CD44-
CD25"%), DN4 (CD44-CD25). No decorrer do estagio DN2 inicia-se o processo de
recombinacdo do receptor de célula T (TCR), sendo formados inicialmente os
timécitos com linhagem yd. Enquanto isso, na etapa posterior (DN3) ocorre a
recombinacdo V-DJ do l6cus da cadeia B do TCR, onde culmina na expressédo de
um pré-TCR (KOCH; RADTKE, 2011). A partir desse momento ocorre a selecéo que
consiste na inducdo de apoptose das células que apresentam um rearranjo
inadequado do TCR, selecionando positivamente as células que obtiveram éxito
durante o processo de recombinacdo do TCR (LESCALE & DERIANO, 2017). Essas
células que conseguiram sobreviver a esse processo deixam de expressar o
receptor CD25, o que caracteriza a subpopulacdo DN4. Em seguida, os timécitos
DN4 se diferenciam em células T Duplo Positivas (DP), que expressam
concomitantemente os co-receptores CD4 e CDS8 e iniciam sua migracdo para a
regido medular timica em resposta as quimiocinas CCL19 e CCL21 secretadas pelas
MTECs.

Durante a migragdo para medula, na juncdo cortico medular, as células DP
interagem com ceélulas estromais, as quais Sa0 responsaveis por apresentar
peptideos complexados a proteinas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) (THAPA; FARBER, 2019). Nessa etapa ocorre novamente uma nova selecao,
sendo denominada de selecdo positiva, onde sobrevivem os timécitos que
reconhecem com baixa afinidade os peptideos presentes no complexo MHC das

células epiteliais corticais. Caso o timécito reconheca um MHC do tipo I, o timdcito
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deixa de expressar CD4, passando a ser uma célula T simples positiva (SP) CD8*.
No entanto, se o timocito reconhece um MHC do tipo I, ele deixa de expressar CDS8,
passando a ser uma célula T simples positiva (SP) CD4*(TAKAHAMA, 2006).

As células SP aumentam a expressdo de CCR7, receptor que responde a
estimulo quimiotatico produzido na medula pelas células mTECs (quimiocinas
CCL21, CCL19) e, portanto, as células SP migram para essa regido. Ainda na regiao
medular, € observado um subtipo celular de células timicas epiteliais medulares
(mTEC), que possuem a funcéo especial de apresentar antigenos préprios para as
células T em desenvolvimento e na delecdo de células T autorreativas, sendo,
assim, responsaveis pelo fendmeno de autotolerancia do sistema imune, impedindo
entdo o escape de células T autorreativas para a periferia onde poderiam
desencadear processos autoimunes (KOZAI et al., 2017; TAKAHAMA, 2006).

As mTECs conseguem expressar antigenos proprios tanto do timo como de
outros tecidos. Elas realizam esse processo por meio do gene AIRE que controla a
expressao de varios antigenos proprios. As células T que conseguem sobreviver a
esse fendmeno de selecdo negativa passam a expressar o receptor de esfingosina-
1-fosfato do tipo 1 (S1Pi), caracterizando a célula como um linfécito T maduro
(BAEYENS et al., 2015). S1P1 € um receptor de superficie acoplado a proteina G
gue regula a migracédo de timocitos maduros para periferia mediante o gradiente de
um esfingolipideo presente no sangue, a esfingosina-1-fosfato (S1P) (ALLENDE et
al., 2004), o que acaba resultando na saida de células T SP maduras que serédo
responsaveis por povoar os orgaos linfoides secundarios, como baco e linfonodos
(Figura 1.6).

Tem sido reportado que apdés o amadurecimento e saida das células T SP
existe um fenbmeno de re-circulagdo de linfécitos através do timo (PABST, 2019).
Diversas observacfes, em diferentes espécies, da entrada de linfocitos T periféricos
ao timo bem como de linfocitos B, tém levantado a hipétese de que o timo além de
ser um oOrgao linfoide primario, esta bem integrado no trafego de linfécitos (PABST,
2019). Um possivel significado fisioloégico para essa re-entrada no timo poderia ser
que os antigenos presentes nas células T imigrantes possam contribuir para inducao
da tolerdncia adquirida a antigenos estranhos, especialmente a aloantigenos
(SPRENT; SURH, 2009).

O trafego de linfocitos entre sangue e os tecidos linfoides secundarios e vice-

versa se faz importante para respostas imunes adequadas (KRUGER; MOOREN,
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2007). Esse trafego permite entdo o contato entre as células de defesa com
peptideos antigénicos em orgaos linfoides secundarios. A transmigracdo dessas
células ocorre através da interacdo da célula T com mediadores presentes no
endotélio. Inicialmente acontece o rolamento dessas células por interagcbes com
proteinas da familia das selectinas, a E-selectina (CD62E), P-selectina (CD62P) e a
L-selectina (CD62L), sendo os dois primeiros presentes em células endoteliais,
enquanto a L-selectina estd presente na membrana de linfécitos T maduros. O
proximo passo envolve a adesdo firme dos linfocitos por integrinas (KRUGER;
MOOREN, 2007).

Uma vez que o patdégeno tenha sido processado por células apresentadoras
de antigeno (APCs) residentes do tecido periférico, estas células apresentam os
peptideos antigénicos para as células T naive que conseguiram migrar do sangue
para o tecido (KRUGER; MOOREN, 2007). Nesse momento ocorre entdo o primeiro
contato que dard origem a uma célula T efetora ativada. Ha4 3 sinais importantes
para ativacdo da célula T, o primeiro sinal envolve a interacdo entre o TCR do
linfécito T com o complexo peptideo+MHC da célula dendritica (DC). No segundo
sinal ocorre transcorre outra interagdo que € considerada como co-estimulatorias,
como CD80/CD86 com o CD28 da célula T (ABBAS et. al 2015). Enquanto isso, no
terceiro sinal, com o reconhecimento do antigeno pelos linfécitos T, ocorre a
expressdo de CD40L, sendo esse marcador ligante do receptor CD40 nas APCs
tornando essas células mais competentes em realizar a ativacdo de células T
(ABBAS et. al 2015).
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Figura 1.6- Estagios de desenvolvimento de linfécitos T no timo. As células progenitoras
oriundas da medula éssea entram no timo por meio dos vasos presentes na juncao cortico-medular,
onde passam a ser chamadas de timdcitos duplo negativos (DN). Durante sua migracéo pelo cortex
se diferenciam em estdgios DN1, DN2, DN3 e DN4 sendo diferenciadas pela expressdo de
receptores CD44 e CD25. No estagio DN3 acontece a expresséo da cadeia 3 do receptor de célula T,
progredindo para o desenvolvimento de células T duplo positivas (DP). Apés a selecdo positiva, as
células que agora séo simples positivas (SP, CD4* ou CD8*) migram para a medula onde serdo
novamente selecionadas através da selecdo negativa para excluséo dos linfécitos que reconhecem
antigenos préprios, ou seja, células autorreativas. As células que sobreviveram a esta Ultima selegdo
passam a expressar o receptor de esfingosina-1-fosfato do tipo 1 (S1P1) e migram para periferia
mediante o gradiente de concentracdo do ligante (S1P) no sangue. Adaptado de: (SAVINO et al.,
2016).

1.6.2 Microambiente timico

O desenvolvimento dos timdcitos ocorre a medida que as células migram nos
I6bulos timicos e essa migracdo acontece a partir da interacdo das células com
distintos componentes estruturais e moleculares do microambiente timico. Esse
microambiente é formado por células epiteliais timicas (TEC), componentes de
matriz extracelular (MEC), macréfagos, células dendriticas e fibroblastos,
metaloproteinases, citocinas, quimiocinas e outras proteinas sollveis (GAMEIRO et
al., 2010).

O microambiente timico controla os processos de maturacdo, proliferacéo,
diferenciacdo e selecédo positiva e negativa das células T. A correta migracao dos
timocitos depende, além das quimiocinas, da interacdo com componentes da MEC,
como fibronectina, laminina, e colageno tipo IV que sdo secretadas por células

estromais do epitélio timico e que interagem com receptores especificos
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expressados por timocitos (COTTA- DE- ALMEIDA VINICIUS et al., 2003;
GAMEIRO et al., 2010).

Utilizando um modelo de infec¢do por Trypanosoma cruzi, Cotta-de-Almeida e
colaboradores observaram um aumento na deposicdo de fibronectina na matriz
extracelular timica, associado com aumento no percentual de células T imaturas
(CD4*CD8*) no sangue periférico (COTTA- DE- ALMEIDA et al., 2003). Tendo em
vista que as interacbes mediadas por fibronectina e laminina dirigem passos
importantes no desenvolvimento de células T no timo, incluindo os eventos de
selecdo, os autores sugeriram que as células T imaturas ndo estariam sofrendo
apoptose durante o processo de selecdo negativa que ocorre na regido cortical do
timo e estariam saindo imaturas para a periferia (COTTA- DE- ALMEIDA et al.,
2003). Além disso, a expressdo e deposicdo de laminina e seus respectivos
receptores pode ser modulada também durante a infec¢do por T. cruzi (SAVINO et
al.,, 2015). Também tem sido observado que a MEC timica em individuos
desnutridos apresenta mudancas no padrdo de expressdo de proteinas tanto
coldgenas, assim como ndo coladgenas (LYRA et al.,, 1993). Além disso, foi
observada uma correlacéo positiva entre o grau de atrofia timica com a intensidade
de marcacdo de proteinas de membrana basal (LYRA et al., 1993). Entretanto, o
papel dessas moléculas no timo na leishmaniose visceral ndo tem sido descrito.

As metalopeptidases de matriz (MMPs) compdem uma familia de enzimas de
degradacdo da MEC que sdo encontradas em diversas condi¢cdes patoldgicas e
fisiolégicas (LAGENTE & BOICHOT, 2010). Estas enzimas séo classificadas em
varios grupos, de acordo com a especificidade do substrato que degradam, os quais
incluem: (i) as colagenases (MMP1, MMP8, MMP13) que s&o capazes de clivar as
fibras de colageno; (ii) as gelatinases (MMP2 e MMP9) que clivam o colageno tipo IV
da membrana basal; (iii) estromelisinas (MMP3, MMP10 e MMP11), que sao
capazes de degradar fibronectina, laminina e proteoglicanos (MORRISON et al.,
2009).

Ja foi observando o remodelamento da matriz extracelular timica por aumento
de MMPs em outros modelos de infeccdo, como por exemplo com Plasmodium
berghei (LIMA et al.,, 2012). Na leishmaniose visceral canina, tem sido descrito o
aumento de MMP2 e MMP9 tanto na pele, como em fluido cerebroespinal dos
animais, no entanto, o papel dessas metaloproteinases no timo dos cédes nao tem
sido estudado (MARANGONI et al., 2011; JACINTHO et al., 2018). Em baco de caes
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naturalmente infectados com L. infantum foi descrito que o aumento da deposi¢ao de
enzimas envolvidas no remodelamento de matriz extracelular (MMP-9 e ADAM-10)
estava associado com a desorganizacao da polpa branca esplénica que era também
acompanhada pelo aumento na deposicdo de proteinas da MEC (fibronectina,
laminina e colageno) (DA SILVA et al., 2018).

1.7 Justificativa

Devido a sua acao sistémica, a desnutricdo afeta diversos Orgaos,
especialmente orgaos linfoides como timo, baco, e medula 6ssea. Nosso grupo,
interessado em entender os efeitos da desnutricdo proteica no curso da infeccao e
resposta imune na LV, estabeleceu um modelo de desnutricdo proteica e infeccao
com L. infantum o qual tem permitido descrever alguns mecanismos celulares e
moleculares dos efeitos da desnutricdo sobre o timo e o baco (CUERVO-ESCOBAR
et al.,, 2014) e como eles incidem na resposta ao parasito. No timo, em patrticular,
observamos que camundongos desnutridos apresentaram drastica atrofia timica
traduzida em significativa perda de peso do 6rgdo e reduzida celularidade,
principalmente devida a diminuicdo da populacdo de células T duplo positivas,
somada a alteracdes significativas nas subpopulagcdes T CD4* e CD8*(CUERVO-
ESCOBAR et al., 2014). Também observamos que 0s niveis de quimiocinas e
citocinas tais como CCL5, CXCL12, CXCL9, CXCL10, IL-1 e IL-10 estavam
significativamente reduzidas nos timos desses animais, sugerindo defeitos na
migracdo celular intratimica. Contudo, ensaios funcionais mostraram que a
capacidade de migracao ex vivo dos timdcitos em resposta a estimulos quimiotaticos
estava preservada, sugerindo que o microambiente timico dos animais desnutridos e
infectados, e ndo a capacidade migratoria das células per se, € particularmente
comprometido  pela desnutricio  (LOSADA-BARRAGAN et al, 2017).
Interessantemente, identificamos a presenca do parasita no timo infectando células
nesse microambiente (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Essas alteracdes
correlacionaram-se  positivamente com uma carga parasitaria esplénica
precocemente aumentada nesses animais e com uma diminui¢do de citocinas pro-
inflamatorias no soro. Esses resultados nos estimularam a estudar dos efeitos
deletérios da desnutricdo sobre no microambiente timico e suas consequéncias na

resposta a infec¢cdo com L. infantum.
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Em estudos anteriores do nosso grupo observamos alteracoes
histopatoldgicas no timo de animais desnutridos com aumento da regido medular em
detrimento da regido cortical quando comparados com animais controle (LOSADA-
BARRAGAN et al., 2019). Analises protedmicas mostraram que essas alteracdes
estavam acompanhadas por modificacdo significativa na abundancia de fatores
sollveis que sdo secretados via exossomos no microambiente timico, sugestivo de
defeitos na comunicacao intratimica mediada por estas microvesiculas em animais
desnutridos. Além disso, observamos uma significativa reducdo de moléculas
envolvidas em migracdo e diferenciagdo celular como galectina-1, fator von
Willebrand, Rho GDP-dissociation inhibitor 1 e 2, fator de diferenciacdo 1 e
transgelin-2. Além disso observamos aumento de proteinas relacionadas com -
oxidagcdo de é&cidos graxos e ciclo de Krebs, sugerindo um microambiente timico
quiescente néo proliferativo, o que de fato foi corroborado pela diminuicdo da
deteccdo de Ki67 nos timocitos (LOSADA-BARRAGAN et al., 2019). Em conjunto
esses resultados compdem um cenario onde fatores estruturais e sollveis do
microambiente timico sédo afetados pela desnutrigéo.

Esse cenério descrito acima permitiu elaborar a hipétese abordada nesta
dissertacdo. Propomos que a desnutricdo proteica modifica a abundancia e
distribuicdo de proteinas de matriz extracelular timica, prejudicando a correta
migracdo, localizacdo e maturac@o de linfécitos T, bem como a correta saida de
células imunocompetentes para a periferia e colonizacdo de oOrgdos linfoides
secundarios, com consecutiva perda do controle da proliferacao parasitaria no baco,

acelerando e agravando o desfecho clinico da LV.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da desnutricdo proteica no remodelamento estrutural do
microambiente timico envolvendo moléculas de matriz extracelular e suas
consequéncias na distribuicdo e localizacdo de subpopulacdes de linfécitos T no

orgdo em um modelo murino de infec¢gdo com Leishmania infantum.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar a expressado de componentes de matriz extracelular (MEC) timica em

animais desnutridos e infectados;

¢ Quantificar a expressdo da quimiocina CCL21, e do esfingolipidio S1P e seu
receptor, S1P1 envolvidos na migracao intratimica e para a periferia de células
T maduras;

e Analisar a presenca de células T imaturas do timo na periferia;

e Quantificar a carga parasitaria no timo;

e Avaliar a presenca de células T ativadas no microambiente timico.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendacdes do Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos Institutos Nacionais de Saude de
Estados Unidos - Oitava Edi¢do. Além disso, todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Fiocruz (CEUA, licenca
L-032/18) (Anexo 8.1). A cepa de L. infantum utilizada neste trabalho
(MCAN/BR/2000/CNV-FEROZ) é mantida pela Cole¢do de Leishmania do Instituto
Oswaldo Cruz (CLIOC). De acordo com a Legislacéo Brasileira de Biodiversidade,

esse estudo foi registrado no SisGen (AA2236F).

3.1 Cultura de Parasitos

A cepa MCAN/BR/2000/CNV-FEROZ foi caracterizada e mantida infectiva por
passagens em hamster pela CLIOC. Os parasitos foram condicionados a 25 °C em
meio bifasico (NNN-Schneider acrescido com 10% de soro fetal bovino, SFB), em
seguida foram cultivados a 25 °C em meio liquido Schneider (LGC Biotecnologia®)
contendo 10% SFB e coletados na fase estaciondria da curva de crescimento a
partir de centrifugacédo a 1800 g por 10 minutos. Posteriormente, os parasitos foram
lavados duas vezes com PBS (Sigma®), e por fim foram ressuspendidos em PBS e

contados na camara de Neubauer.

3.2 Modelo experimental de desnutricdo e infeccao

Para realizacdo das analises do presente trabalho foram utilizados
camundongos BALB/c machos que foram desmamados aos 21 dias apds seu
nascimento. Esses animais foram aclimatados durante uma semana ao novo
formato e conteddo nutricional da dieta controle usada no experimento. Nesse
periodo, os camundongos receberam uma dieta com teor de 14% de proteina (MP
Biomedicals®, Inc., EUA, Catalogo N°. 960258). Os camundongos foram mantidos
em ciclo luz/escuriddo de 12/12h. Na sequéncia, os animais foram divididos de
forma aleatoria em 2 grupos: um deles foi alimentado com a dieta controle (CP,
control protein) e o outro com uma dieta contendo 4% de proteina (MP
Biomedicals®, Inc., EUA, Catalogo N°. 960254) (LP, low protein). As duas dietas
eram isocaldricas, cada uma fornecendo 3,7 Kcal/g. Vide composi¢céo das dietas no
Quadro 3.1.
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Os camundongos tiveram livre acesso a agua e comida. Em seguida, apés 7
dias de dieta, cada grupo de animais (CP e LP) foi novamente dividido em dois
subgrupos: um deles foi infectado por via intravenosa na veia caudal, com 1 x 107
promastigotas de L. infantum, ao passo que o outro recebeu solucao salina (PBS).
Portanto, foram formados quatro grupos de analise: (i) animais alimentados com
14% de proteina (CP); (ii) animais alimentados com 4% de proteina (LP); (iii) animais
alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum (CPi); e (iv) animais
alimentados com 4% de proteina e infectados com L. infantum (Lpi) (Figura 3.1). A
infeccdo transcorreu durante 14 dias. O peso corporal foi registrado a cada trés dias
desde o inicio do experimento, contudo os camundongos foram monitorados
diariamente durante os 21 dias do experimento. Apés 14 dias pos-infeccdo, no 21°
dia do experimento, os camundongos foram eutanasiados e o timo e o bag¢o foram
coletados e processados para serem analisados posteriormente. Foram feitos 2

experimentos independentes cada um com um N total de 24 animais (n=6 por

grupo), totalizando 48 animais (12 por grupo).

Quadro 3.1- Composic¢éo das dietas isocaloricas fornecidas aos camundongos BALB/c.

DIETA CONTROLE DIETA BAIXA EM PROTEINA

INGREDIENTES (14% de proteina) (4% de proteina)
Caseina 13.79310% 4.59771%
Amido de Milho 15.00000% 15.00000%
Sacarose 55.10345% 63.10345%
Oleo de Milho 4.86207% 4.95403%
Massa ndo nutritiva Alphacel 6.24138% 7.34481%
Mistura Mineral AIN-76 4.00000% 4.00000%
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Figura 3.1- Desenho experimental do modelo de infeccdo e desnutricdo. Os camundongos
BALB/c machos foram divididos de forma aleatéria em 2 grupos: um deles foi alimentado com a dieta
controle (14%) e a outra metade recebeu a dieta low protein (4%). No 7° dia ocorreu a infecgdo com
dose de 1x107 promastigotas de L. infantum ou PBS formando 4 grupos de analise (CP, LP, CPi e
LPi). No 21° dia ocorreu a eutanasia e coleta do material biolégico para os estudos de marcadores
hormonais no sangue e de imuno-histoquimica, FACS e gPCR a partir de timécitos. CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina;
CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais
alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.

A partir da remocéo de cada timo, aferiu-se o peso do mesmo com o auxilio
de uma balanca de precisdo. Logo ap0s a mensuracao do peso dos 0rgaos, esses
foram divididos em dois segmentos, o primeiro conservado em meio Tissue-Tek
O.C.T.(Sakura®) e armazenado e identificado em compartimento contendo gelo
seco, e 0 segundo fragmento foi depositado em tubo falcon contendo 2 ml de
solucdo PBS+BSA 2% (Sigma) estéril gelada e em seguida os tubos foram

preservados em gelo até a extracdo das células.

3.3 Quantificacao de hormonios
Com o intuito de analisar os niveis de hormonios relacionados com

desnutricdo e, assim, validar o nosso modelo experimental, os niveis de IGF-1 total e
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leptina foram medidos no soro dos animais por ensaios de ELISA (R&D Systems,
Mineapolis, EUA; Cat. MG100 e MOBOOB, respectivamente) de acordo com o0s
protocolos preconizados pela fabricante. Para leitura de absorbancia das placas, foi
utiizado o equipamento FlexStation IlI Molecular Devices da plataforma de
Bioensaios e triagem de farmacos do IOC. Os ensaios de medi¢éo de corticosterona
foram feitos em colaboracédo com o Dr. Vinicius de Frias Carvalho do Laboratério de

Inflamacéo do 10C.

3.4 Quantificacao da glicemia dos camundongos BALB/c

No dia da eutanasia foi realizado a coleta de sangue dos animais para
dosagem de glicose em sangue periférico. Para isso foi utilizado o Kit Accu-Chek

Active® da empresa Roche seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

3.5 Andlise imuno-histoquimica

Para quantificar e analisar a distribuicdo de moléculas de matriz extracelular
bem como de moléculas envolvidas na emigracdo de células T maduras foram
utilizados ensaios de imuno-histoquimica. Em detalhes, os blocos que continham os
fragmentos de timo foram cortados em seccdes de 5uM e logo em seguida foram
montados em laminas sinalizadas (Starfrost®) e imediatamente foram fixadas por
meio de solucdo de acetona 100% (Merck). Estas laminas foram processadas pela
técnica de imuno-histoquimica como descrito anteriormente (MIRANDA et al., 2011).
Resumidamente, ap6s a hidratacdo em PBS, inibicdo da peroxidase enddgena e
inibicdo de ligacdes especificas com BSA 0,04% (Merck), os cortes foram incubados
com os anticorpos primarios para deteccao de laminina (1/100), fibronectina (1/100),
MMP-10 (1/200) e S1Pi (1/500) por 18 horas a 4 °C. O controle da reacédo foi
realizado pela supressdo do anticorpo primario em pelo menos um dos cortes
teciduais. Em seguida, os cortes foram novamente lavados com PBS e submetidos a
incubacdo com anticorpo secundario biotinilado anti-lgG de coelho (1/500) e
posteriormente com o0 complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (1/500). A
revelacao foi realizada utilizando o kit AEC® (Invitrogen, Massachusetts, EUA) para
as marcagbes de proteinas de MEC e Kit DAB® (ABCAM, Cambridge, UK) para
marcacdo de S1Pi1 seguindo as recomendacdes dos fabricantes. A revelacédo foi

realizada acompanhada da visualizagcdo da marcacdo em microscopio de luz, onde a
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reacdo foi interrompida com agua destilada. Apos isso as laminas foram montadas
utilizando meio de montagem Ultramount® (Dako). Os resultados foram expressos
em percentual de area marcada. Foram avaliados no minimo 5 campos em aumento
de 400x tanto na regido cortical como na é&rea medular. As marcagdes foram

quantificadas através do programa Image J (NIH, USA).

3.6 Marcacdo de linfécitos T duplo positivos na medula timica por

imunofluorescéncia

As laminas contendo os cortes de timo foram preparadas de maneira
semelhante como citado no item 3.5. Em seguida, as laminas foram hidratadas em
PBS e na sequéncia foi realizado bloqueio das ligacGes inespecificas com BSA
0,04% (Merck). Os cortes foram incubados com anticorpos primarios anti-CD4 (Bioss
Antibodies) e anti-CD8 (GeneTex) por 1 hora a 25 °C. O controle da reacdo foi
realizado pela supressdo do anticorpo primario em pelo menos um dos cortes
teciduais. Em seguida foram novamente lavados com PBS e submetidos a
incubacdo com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho e anti-IlgG de rato
(Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA), conjugados com Alexa Fluor 488 e
Alexa Fluor 594, respectivamente. Apds nova lavagem com PBS, as laminas foram
montadas utilizando meio de montagem Fluoromount-G™ com DAPI (Thermo
Fischer Scientific, Massachusetts, EUA). Os resultados foram expressos em nimero
de células positivas por mm?. Foram avaliados no minimo 5 campos em aumento de

400x na regido medular.

3.7 Imunofenotipagem de linfécitos T

A quantificacdo e imunofenotipagem das subpopulacdes de timécitos e
linfécitos T, bem como de linfécitos T efetores foi feita por citometria de fluxo em
colaboragdo com a Dra. Flavia Lima Ribeiro-Gomes e seguindo protocolos
previamente descritos (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Em resumo, para
obtencéo dos timaocitos foram realizadas lavagens delicadas do timo com injecao de
PBS+BSA 2% e massagem com o auxilio de uma pinga. Posteriormente as células
foram coletadas por centrifugacéo, ressuspendidas em PBS+BSA 2% e contadas

com auxilio de hemocitbmetro.
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Para analise de subpopulacdes de células T no sangue periférico, foram
recolhidas aliquotas de sangue dos camundongos, as quais foram submetidas a lise
utilizado tampéo de lise de hemacias (RBC buffer Lysis) durante 5 min e por fim,
foram realizadas lavagens com PBS+Soro Fetal Bovino 5%. Um milh&o de células (1
x 108 células) foi usado para marcacdo com o0s anticorpos primarios conforme o
painel de representado na quadro 3.2. A aquisicdo das células (10.000 eventos) foi
realizada no citbmetro de fluxo Cytoflex (Beckman Coulter, Califérnia, USA) da
Plataforma de citometria de fluxo do IOC. A analise off-line dos dados foi realizada

com auxilio do software FlowJo versao 10.0

Quadro 3.2- Painel de anticorpos utilizado para imunofenotipagem de subpopulacfes
de linfécitos T.

Marcador Reatividade Fluorocromo Fabricante
TCRB Anti-mouse PE Biolegend
CD4 Anti-mouse Alexa Fluor 700 Biolegend

CD8 Anti-mouse PE-Cy7 Ebioscience
CD25 Anti-mouse PerCP Biolegend
CD44 Anti-mouse FITC Biolegend
CD62I Anti-mouse BV605 Biolegend
CD69 Anti-mouse APC Biolegend

3.8 Quantificacdo da carga parasitaria no timo e no bacgo

A deteccdo e quantificacdo de parasitos no timo foi realizada mediante PCR
guantitativa em tempo real (QPCR), seguindo protocolos previamente descritos
(CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; LOSADA-BARRAGAN et al., 2016, 2017).
Resumidamente, O DNA foi extraido do 6rgdo usando kit comercial (QIAamp®,
Qiagen) e ressuspendido em 100 pl de tampéo Tris-EDTA. A carga parasitaria foi
estimada usando o KDNA como alvo e o gene ubiquitin C (UBC) foi usado para
normalizar & concentragcdo de DNA murino em cada amostra. Foi utilizado o sistema
Tagman para deteccdo de um fragmento de 74 bp de uma regido do minicirculo com
a seguinte sequéncia de primers e sonda: () kDNA-1F (5-
TGTTGGTTGTGTGACTTTA-3’); (i) kDNA-2R (5-CATCCCACCAGACTAATC-3');
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(i) (FAM-5’- CTCCACCAGGCTCCAACC-3'-MGB). Para o gene normalizador (UBC)
foi utilizado o seguinte par de primers: forward 5’-CTGTGAGAGCCGTGGATATTGG-
3’ e reverse 5- GCACTTCCGTCTTTCAGCAAA-3’). O perfil térmico da reacao
consistiu em 50 ° C por 2 min, 95 ° C por 10 min, 45 ciclosa95°Cpor15se60°C
por 1 min. A reacdo de gPCR foi feita no equipamento ViiA7 (Thermo Fischer

Scientific, Massachusetts, EUA) da plataforma de PCR em tempo real do IOC.

3.9 Dosagem de CCL21 e S1P

Foram utilizados kits de ELISA comerciais para quantificar os niveis de
CCL21 (Mouse CCL21/6Ckine Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Mineapolis,
EUA; Cat. M6C00) e S1P (Mouse Sphingosine-1-Phosphate (S1P) ELISA Kit Cat:
MBS3805114, Mybiosource, San Diego, EUA) em fluido intersticial timico. Foram
seguidos os protocolos preconizados por cada um dos fabricantes. Para leitura de
absorbancia das placas, foi utilizado o equipamento FlexStation Il Molecular
Devices da plataforma de Bioensaios e Triagem de Farmacos do IOC. Para
obtencdo do fluido intersticial, foram realizadas lavagens delicadas do timo com
injecdo de PBS+BSA 2% e massagem com o auxilio de uma pinga, o fluido obtido a

partir dessas lavagens foi utilizado na dosagem de CCL21 e S1P.

3.10 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism® 6.0.
Para significancia da carga parasitaria foi utilizado teste t de Student. Para verificar
se as diferencas observadas entre os grupos tinham significancia estatistica e
também avaliar a potencial interacdo entre as duas condi¢cdes estudadas
(desnutricdo e infeccdo), foi realizada uma andlise de variancia de duas vias
(ANOVA) seguida do teste pos-hoc de Tukey. Devido a caracteristica do teste
estatistico, resultados significantes foram separados por sistema alfabético onde a
letra a representa significancia devido a dieta, b significancia devido a infecgdo e c
significancia devido a interacdo entre dieta e infeccdo. Os dados foram

representados por média + SEM.
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4. RESULTADOS

4.1. A desnutricdo proteico-calorica diminui o peso corporal dos
camundongos e altera significativamente os niveis séricos de IGF-1, leptina e
corticosterona

Durante o curso do experimento, o peso dos animais foi aferido a cada 3 dias. A
diferenca de peso corporal entre os grupos CP e LP foi significativa a partir do terceiro
dia de dieta (p<0,001) (Figura 4.1), e essa diferenca foi aumentando ao longo do
periodo de estudo. No dia da infec¢ao, os camundongos LP tinham 17,5 % menos peso
(p<0,0001) quando comparados com os animais do grupo CP. De acordo com a escala
de desnutricdo murina proposta por Anstead e colaboradores (2001), com base na
relacdo peso-idade (“Weight-for-age”, WA), o nosso modelo apresentava no sétimo dia
um estado de desnutricdo leve. No dia final de experimento (21°), os animais LP
apresentaram uma significativa perda de peso, equivalente a 28,5% menos de peso
corporal em comparacdo com os camundongos CP no mesmo dia (p<0,0001),

indicando desnutricdo moderada a grave.
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Figura 4.1- Avaliagcdo do peso corporal de camundongos BALB/c infectados com L. infantum
durante o curso experimental. Camundongos BALB/c machos foram alimentados com uma dieta
contendo 14% (n=24, CP) ou 4% (n=24, LP) de proteina durante 21 dias. No sétimo dia, a metade dos
animais foi infectado com L. infantum e a outra metade recebeu uma injecdo de solucdo salina. O peso
corporal foi registrado a cada trés dias e expresso como média + SEM; n=12 em cada grupo. A
significancia da diferenca observada no dia trés foi determinada pelo teste t de Student. CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi:
animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.

Para avaliar o consumo das dietas nos diferentes grupos de animais, as racdes
foram pesadas a cada trés dias em concomitdncia ao acompanhamento do peso

corporal dos animais. Observamos que 0S animais que receberam a dieta contendo
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somente 4% de proteina (LP e LPi) consumiram mais rac¢édo, aproximadamente o dobro,
do que os animais que receberam a dieta que continha 14% de proteina (CP e CPi)
(Figura 4.2).
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Figura 4.2- Consumo de racdo de camundongos BALB/c infectados com L. infantum durante o
curso experimental. A figura mostra os valores, em gramas, do consumo de racgdo, de acordo com o
peso aferido (n=12 animais por grupo). CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP:
animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e
infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L.
infantum.

No dia da eutanasia foi realizada analise dos niveis de glicose dos animais com o
intuito de verificar se existiam diferencas entres 0s grupos, visto que 0s animais
alimentados com dieta de 4% de proteina consumiram mais racéo e essa dieta, para
fornecer a mesma quantidade de calorias apresenta um teor maior de carboidratos. No
entanto, ndo observamos diferencas significativas nos niveis de glicose entre 0os grupos
(CP, LP, CPi e LPi) (Figura 4.3).
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Figura 4.3- Quantificacdo dos niveis de glicose em sangue periférico de animais desnutridos e
infectados com L. infantum. A glicose foi aferida, ao final do experimento, no 21° dia usando o kit
comercial Accu-Chek Active® (Roche). O grafico representa a média £+ SEM; n=6 animais por grupo.

Marcadores hormonais de desnutricdo como leptina e IGF-1 foram também

avaliados no nosso modelo. A quantificacdo por ELISA dos niveis de leptina e IGF-1,
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mostraram que estas moléculas estavam diminuidas significativamente tanto em
animais desnutridos (LP) como em animais desnutridos e infectados (LPi) (Figura 4.4).
Em contrapartida, os niveis de corticosterona, um marcador de estresse, encontravam-
se significativamente aumentados nesses animais (Figura 4.4). Para confirmar a
positividade e quantificar a infecgdo por L. infantum, realizamos gPCR para estimar a
carga parasitaria no baco (Figura 4.4). Animais desnutridos infectados (LPi)
apresentaram aumento significativo (p<0,05) na carga parasitaria no 6rgédo, quando

comparados com animais bem-nutridos infectados (CPi).

Leptina IGF-1
250+ 6000+
200 -:li
A a ] A
d ° :|: _y 40001 e i
1504 oola _‘L
E J_ a E
o =)
100+ o a
e . ad _}_ 2 2000- a g
50- :J}_ l;:g_] "{Wv C
| |
0 T . T . 0 T T T T
SN Y ) SN )
Corticosterona Carga Parasitaria Bago
800 800+ p=0.0426
a 8 v
a v. 8 o
600 - y L & 600+
23S A
E I 83
g 4004 v £ Q% 4001 ¥
g Vy v E . I
[ P - = . |lv
200 S 2 200 ol
” | | g. v
ooE = g [ ] :
0- T ; T 0 — T
Q b N N SN SN
S SIC AN & G

Figura 4.4- Niveis de leptina, IGF-1, corticosterona e carga parasitaria esplénica em animais
desnutridos e infectados com L. infantum. Os gréficos de barras e pontos mostram a a média = SD
dos niveis de leptina e IGF-1 (n=6) e corticosterona (n=12). A significAncia estatistica das diferencas
devido a dieta (a), infec¢do (b) ou uma interacdo entre dieta e infec¢éo (c) foi determinada por Two-way
ANOVA (p<0,001). Para carga parasitaria (n=9), as diferencgas estatisticas foram determinadas por teste t
de Student (p=0,0426) CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados
com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L.
infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.
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4.2 A desnutricdo favorece o aumento da carga parasitaria no timo

Visto que em trabalhos prévios do grupo identificamos a presenca do parasito no
timo tanto de animais bem-nutridos como desnutridos (LOSADA-BARRAGAN et al.,
2017), decidimos quantificar a carga parasitaria no 6rgdo, através de qPCR, com o
intuito de verificar se a desnutricdo favorece o aumento da carga parasitaria no 6rgao. A
analise revelou que animais desnutridos e infectados (LPi) apresentam aumento

significativo do numero de equivalentes de parasita no timo (p<0,05) (Figura 4.5).
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Figura 4.5- Quantificacdo da carga parasitaria no timo de camundongos BALB/c infectados com L.
infantum. A analise da carga parasitaria (n=9-10) foi feita por gPCR e esta representada como a média +
SD. Diferencas estatisticas foram determinadas por teste t de Student (p=0,0473). CPi: animais
alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de
4% de proteina e infectados com L. infantum.

4.3 A desnutricdo induz aumento na deposicdo de laminina e fibronectina

no timo de camundongos BALB/c infectados com L. infantum

Em trabalhos anteriores do grupo observamos uma reducgao significativa da
relacdo coértex:medula no timo de animais desnutridos e infectados (LOSADA-
BARRAGAN et al., 2019). Para verificar se essas mudancas estruturais na
microarquitetura timica estdo associadas a alteragbes na abundancia de moléculas de
matriz extracelular, analisamos, por imuno-histoquimica, a expressdo de laminina e

fibronectina, tanto na regido cortical, quanto medular do timo dos animais dos quatro
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grupos experimentais. A andlise qualitativa das imagens revela um aumento na
marcacao dessas proteinas no cortex timico de animais desnutridos e infectados (LPi)
(Figura 4.6 e Figura 4.8).

Figura 4.6- Imuno-histoquimica para fibronectina nas regides do cértex e medula do timo de
camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L. infantum. A figura mostra imagens
representativas da marcacéo para fibronectina. As regiées em vermelho indicam a deteccdo da proteina
com anticorpo anti-fibronectina. Barra: 25 puM. A direita, imagem representativa do timo de um animal
controle (CP) com marcacao para fibronectina (marrom) mostrando as regides de cértex (C) e medula (M)
delimitadas por tracos em vermelho. Barra: 100 pum. CP: animais alimentados com dieta de 14% de
proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de
proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e
infectados com L. infantum.
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A partir das imagens capturadas no microscépio e usando o software Image J, foi
possivel determinar o percentual de area marcada nos diferentes grupos experimentais.
Observamos que os animais LP e LPi apresentaram aumento na percentagem de area
marcada para fibronectina na regido cortical do timo, esse aumento foi estatisticamente
significativo e foi devido a desnutricdo (p<0,05) (Figura 4.7). Na regido medular ndo

observamos diferencas significativas nos niveis de expressao de fibronectina.
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Figura 4.7- Quantificacdo do percentual de &rea marcada para fibronectina no timo de
camundongos BALB/c. As areas marcadas do timo foram avaliadas sob um microscopio de luz e
quantificadas em pelo menos 5 campos com ampliacdo de 400x usando o software ImageJ 1.48v (NIH,
EUA). Os resultados foram expressos em percentual de area marcada. Os graficos de barra representam
a média + SD (n=6). A significancia estatistica das diferencas devido a dieta (a) foi determinada por Two-
way ANOVA seguido pelo teste de Tukey (p<0,05). CP: animais alimentados com dieta de 14% de
proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de

proteina e infectados com L. infantum; LPi; animais alimentados com dieta de 4% de proteina e
infectados com L. infantum.
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Quando a laminina foi analisada, verificou-se também um aumento significativo
na deposicao desta proteina na regiao cortical de animais desnutridos e infectados (LPi)
(Figura 4.9). A analise estatistica indicou que esse aumento se deu pela interacdo das
duas varidveis: infeccdo e desnutricdo (p<0,05). Na regido medular observou-se

também um aumento dessa proteina em animais bem nutridos e infectados (CPi),

porém, a analise estatistica ndo apontou significancia para esse aumento.

Figura 4.8- Imuno-histoquimica para laminina nas regiées do cértex e medula do timo de
camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L. infantum. A figura mostra imagens
representativas da marcacgao para laminina. As regides em vermelho indicam a deteccdo da proteina com
anticorpo anti-laminina Barra: 25 uM. A direita, imagem representativa do timo de um animal controle
(CP) com marcacao para laminina (marrom) mostrando as regiées de cértex (C) e medula (M) delimitadas
por tragcos em vermelho. Barra: 100 um. CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP:
animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e
infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L.
infantum.
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Figura 4.9- Quantificac8o do percentual de area marcada para laminina no timo de camundongos
BALB/c. As areas marcadas do timo foram avaliadas sob um microscoépio de luz e quantificadas em pelo
menos 5 campos com ampliacdo de 400x usando o software ImageJ 1.48v (NIH, EUA). Os resultados
foram expressos em percentual de area marcada. Os graficos de barra representam a média + SEM
(n=6). Diferencas estatisticas devido a dieta (a), infeccdo (b) ou uma interacdo entre dieta e infeccédo (c)
foram determinadas por Two-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p< 0,05). CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi:
animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum

4.4 O aumento na deposicdo de laminina, fibronectina no timo de
camundongos desnutridos e infectados é acompanhado por aumento na
expressédo de MMP10

Levando em consideracdo os niveis elevados de expressdo da fibronectina e
laminina na regido cortical timica de animais desnutridos infectados, nos perguntamos
se 0s niveis de MMP-10 também estariam alterados nesses animais. Esta
metalopeptidase é responséavel pela clivagem de proteinas da MEC, particularmente
fibronectina e laminina, e exerce um papel fundamental na remodelacédo de tecidos. A
avaliacdo qualitativa da expressdao de MMP-10 no timo desses animais revelou um
aumento na expressdo da enzima na regido cortical de animais desnutridos (LP) e
desnutridos e infectados (LPi) (Figura 4.10).

Em seguida quantificamos o percentual de area marcada para MMP-10, em
ambas as regides, cortical e medular, do timo desses camundongos.
Interessantemente, o aumento observado na expressdo dessa metaloproteinase na
regido cortical de animais LP e LPi foi significativo e foi devido a desnutricdo (p<0,001).

Ja os animais bem-nutridos e infectados ndo sofreram nenhuma alteracdo (Figura 4.11).
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Enquanto a regido medular, ndo observamos diferencas significativas nos niveis de

expressao dessa enzima (Figura 4.11).

Figura 4.10- Imuno-histoquimica para MMP10 nas regides do coértex e medula do timo de
camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L. infantum. A figura mostra imagens
representativas da marcacdo para MMP10. As regides em vermelho indicam a detec¢cdo da proteina com
anticorpo anti-MMP10. CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados
com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum;
LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum. Barra: 25uM.
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Figura 4.11- Quantificagcdo de MMP-10 no timo de camundongos BALB/c desnutridos e infectados
com L. infantum. As areas marcadas do timo foram avaliadas sob um microscépio de luz e quantificadas
em pelo menos 5 campos com ampliacdo de 100x e outros 5 campos a 400x usando o software ImageJ
1.48v (NIH, EUA). Os resultados foram expresos em percentual de area marcada. Os graficos de barra
representam a média + SD (n=6). Diferencas estatisticas devido a dieta (a) foram determinadas por Two-
way ANOVA seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05). CP: animais alimentados com dieta de 14% de
proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de
proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e
infectados com L. infantum.

4.5 Animais desnutridos e desnutridos e infectados apresentam niveis
reduzidos de CCL21 no timo

Sabendo que o eixo CCL21-CCR7 é fundamental para a migracao de timécitos
SP do cértex para a medula (UENO et al., 2004) e que a migracdo de timdcitos é
mediada pela interacdo com fibronectina e/ou laminina (SAVINO et al., 2002), a luz dos
defeitos observados na microarquitetura timica de animais desnutridos e infectados, nos
perguntamos se a desnutricdo poderia também alterar a expressdo da quimiocina
CCL21 produzida na medula timica. Esta possibilidade foi reforcada por resultados
anteriores do grupo que mostraram que 0s transcritos para CCR7 estdo aumentados
em timocitos de animais LP e LPi (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Decidimos ent&o
analisar, através de ELISA, os niveis de CCL21 no fluido intersticial timico dos animais.
Esta analise revelou uma diminuicdo significativa nos niveis de CCL21 nos animais
desnutridos (LP e LPi) em relagdo aos grupos controle (Figura 4.12). A concentragao

dessa quimiocina diminuiu aproximadamente 2X nesses animais.
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Figura 4.12- Niveis de quimiocina CCL21 no fluido intersticial timico de camundongos BALB/c. Os
niveis foram avaliados em ensaio de ELISA comercial (n=9), conforme as recomendac¢des do fabricante.
Diferencas estatisticas devido a dieta (a) foram determinadas por Two-way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni (p<0,05). CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados
com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L.
infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum

4.6 Tanto a desnutricdo quanto a infeccdo alteram as subpopulacfes de
linfécitos T no timo

Tendo em vista que as alteracdes observadas nas proteinas de matriz
extracelular e nos niveis de quimiocinas poderiam estar comprometendo a correta
migracdo intratimica de timdcitos e, por consequéncia, estas células ndo estariam
sofrendo os processos de selecdo e maturacdo de maneira adequada no 0rgéao,
decidimos entdo avaliar as subpopula¢gbes de linfécitos T. Em primeiro lugar, os
nameros absolutos de timécitos foram obtidos para cada animal. Em concordancia com
o descrito anteriormente pelo grupo (CUERVO-ESCOBAR et al.,, 2014), observamos
gue os animais desnutridos e desnutridos e infectados (LP e LPi) apresentaram reducéo
significativa do numero total de timocitos quando comparados com 0s animais controle
(CP) (Tabela 4.1). Ao passo que a dieta pobre em proteina afeta significativamente o
namero total de células no timo dos animais, os animais bem-nutridos e infectados com
L. infantum apresentam um aumento na celularidade timica (Tabela 4.1). Embora esse
aumento nao seja significativo estatisticamente, o resultado indica que a infeccao

induziu um incremento de timocitos e que essa resposta é anulada pela desnutricéo.
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Tabela 4.1- Nimero absoluto de timdcitos em camundongos BALB/c desnutridos e infectados com
L. infantum. CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta
de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi:
animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum. Significancia das
diferengas foi calculada usando teste de ANOVA a duas vias, a: diferenca devida a dieta.

Grupo de Tratamento Média do No. de tim6citos (+SD) x10’

CP 5.68 (+ 0,65)
LP 2.97 (+ 1.05) @ (p=0,0007)
CPi 7.74 (+ 3.98)
LPi 2.77 (£ 1.13) @ (p=0,0007)

As subpopula¢bes de timdcitos também foram analisadas por citometria de fluxo
em colaboracdo com a Dra. Flavia L. Ribeiro-Gomes. A estratégia de gates para esta

andlise € mostrada na figura (Figura 4.13-A).

Os resultados de celularidade mostrados na tabela 4.1 foram usados para
normalizar os dados da citometria de fluxo e assim obter o niumero absoluto das
diferentes subpopulacdes de timécitos analisadas (Figura 4.13-B). Foi possivel observar
diferencas significativas no nimero absoluto de todas as subpopulaces analisadas
entre 0s grupos experimentais (Figura 4.13-B). Verificou-se que tanto os animais
desnutridos (LP), como os desnutridos infectados (LPi) apresentaram reducéo
significativa (p<0,001) nos numeros absolutos de células T duplo negativas (DN), duplo
positivas (DP), CD4* e CD8* (Figura 4.13-B). Essa diferenca foi devido a dieta. De
forma interessante, observamos um aumento significativo (p=0,0014) no namero de
células T CD4* em animais bem-nutridos infectados (CPi) devido a infeccéo.
Novamente, essa resposta € anulada pela condicdo de desnutricdo prévia nos animais
LPi (Figura 4.13-B).
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Figura 4.13. Subpopula¢des de células T no timo de camundongos BALB/c desnutridos e
infectados com L. infantum. (A) Estratégia de gates utilizada para selecionar as subpopulacfes. Foram
utilizados anticorpos anti-TCRB (conjugado com PE), anti-CD4 (conjugado com AlexaFluor700) e anti-
CD8 (conjugado com APCCy7). (B) Os graficos de barra representam a média do numero absoluto de
células + SEM (n=5-6). A significancia estatistica das diferencas devido a dieta (a, p<0,001), ou infeccao
(b, p=0,0014) foram determinadas por Two-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi:
animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.
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4.7 - A subpopulacdo de timocitos DN1 € aumentada em animais infectados

com L. infantum, mas diminuida nos animais desnutridos infectados

A partir da diminuicdo de células DN observada nos animais desnutridos (LP e
LPi) nos perguntamos se essa alteracdo era devida a diminuicdo de alguma
subpopulacao de células DN em particular. Tendo em vista que, durante 0 seu processo
de maturacéo, essas células passam por diferentes estagios denominados DN1, DN2,
DN3 e DN4, de acordo com a expressao dos receptores CD44 e CD25, decidimos
analisar essas subpopulacdes por meio de citometria de fluxo e na figura 4.14-A é
mostrada a estratégia de gates usada para tal analise.

Observamos que tanto a infeccdo (b, p<0,001) quanto a desnutricdo (a,
p<0,0001) alteraram significativamente a subpopulacdo DN1 (Figura 4.14-B); contudo a
interacdo entre as duas variaveis ndo foi significativa. O teste post-hoc de Tukey
revelou que a infeccdo com L. infantum induziu um aumento significativo na
subpopulacdo de timocitos DN1 nos animais bem-nutridos (CPi) em comparacdo ao
controle, enquanto a desnutricdo prévia a infeccdo anulou essa resposta nos animais
LPi (Figura 4.14-B). De fato, animais desnutridos, LP e LP, apresentaram redug&o
significativa dessa subpopulacdo de timocitos em relacdo aos animais controle e aos
animais CPi, respectivamente (Figura 4.14-B). Também observamos que tanto os
timocitos DN2 como os DN4 foram significativamente reduzidos pela desnutricdo nos
animais LP e LPi (p<0,001), ao passo que os DN3 foram diminuidos tanto pela
desnutricdo (LP) (p<0,05), como pela infec¢ao (CPi e LPi) (p<0,001). (Figura 4.14-B).
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Figura 4.14- Namero absoluto de subpopulacdes de timdcitos duplo negativos (DN) no timo de
camundongos BALB/c. (A). Estratégia de gates utilizada para selecionar as subpopulacdes DN. (B). Os
graficos de barra representam o numero absoluto de células + SEM (n=6). A significancia estatistica das
diferencas observadas devido a dieta (a) ou infeccdo (b) foram determinadas por Two-way ANOVA seguida
pelo teste de Tukey. CP: animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi:
animais alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.
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4.8 Animais desnutridos infectados (LPi) apresentam aumento de células T
duplo positivas no compartimento medular timico

As alteracdes na expressao de fibronectina e laminina nos animais desnutridos
nos levaram a pensar que poderia também estar ocorrendo uma migragéo precoce de
timécitos DP imaturos para a medula sem passar devidamente pelos processos de
selecédo positiva. Entdo, decidimos analisar também a frequéncia de células imaturas
(DP) na regido medular timica, uma vez que nessa regido espera-se encontrar apenas
células T simples positivas. A dupla marcacdo para CD4* e CD8* foi analisada através
de imunofluorescéncia. A andlise qualitativa das imagens obtidas, mostra que animais
LP e LPi apresentam tendéncia no aumento de células T duplo positivas na regiao

medular, quando comparados o grupo controle CP (Figura 4.15).

Alexa 488 — CD4 Alexa 594 — CD8 DAPI+ Alexa 488 + Alexa 594

LPi

Figura 4.15- Analise de células T duplo positivas na regido medular de camundongos BALB/c
desnutridos e infectados com Leishmania infantum. Imagens representativas de células T CD4* (verde)
e T CD8* (vermelho) detectada por imunofluorescéncia em cortes de timo dos diferentes grupos
experimentais. Os nucleos das células foram marcados com DAPI (azul). CP: animais alimentados com
dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados
com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina
e infectados com L. infantum. Barra: 25 uM.
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Para analisar a frequéncia dessas células na regido medular timica foi calculada
a meédia do total de células T duplo positivas contadas em 5 campos de cada animal.
Observamos um aumento significativo do numero dessas células imaturas DP na regiédo
medular de camundongos desnutridos infectados (LPi) em comparacao a animais bem-
nutridos infectados (CPi) (Figura 4.16). Essa diferenca significativa foi devido a dieta (a,
p<0,01). Esse resultado corroboraria nossa hipotese de que o processo de maturacéo
desses timacitos, que deveria ocorrer na regido cortical, estd prejudicado e que
provavelmente as alteragfes das proteinas de matriz extracelular estdo contribuindo

para uma migracao prematura de timocitos imaturos para a medula timica.
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Figura 4.16- Quantificacdo de timécitos CD4*CD8* na regido medular de camundongos BALB/c
infectados com L. infantum. Dados representam a média do nimero de células contadas em 5 campos
por animal + SEM. Cada ponto representa um animal (n=6). Diferencas significativas devido a dieta (a)
foram determinadas por Two-way ANOVA. O teste post-hoc de Tukey revelou diferencas significativas
entre os grupos CPi e LPi. CPi: animais alimentados com dieta contendo 14% de proteina e infectados
com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta contendo 4% de proteina e infectados com L.

infantum.
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4.9 Animais desnutridos e desnutridos e infectados apresentam aumento
significativo na expressao do receptor S1P:

A sinalizacdo mediada pelo receptor S1P1 é essencial para a saida das células T
maduras do timo para a periferia. Essa saida obedece a concentracéo de esfingosina-1-
fosfato (S1P) que € o ligante de S1P1. Ja que as células T maduras expressam S1Pi1*e,
portanto, tém a capacidade de emigrar do timo para o sangue de acordo com o
gradiente de concentracdo de S1P na periferia, nos perguntamos se a desnutricdo ou a
infeccdo poderiam alterar os niveis desse receptor no timo dos animais. Analise
gquantitativa da marcacao de S1Pi1 mostra que animais desnutridos, LP e LPi, exibem

aumento na expressao desse receptor tanto na regido cortical, como na regido medular

quando comparados com o grupo controle (Figura 4.17).

Figura 4.17- Imuno-histoquimica para S1P: nas regies do coértex e medula do timo de
camundongos BALB/c. A figura mostra imagens representativas da marcacéo para | S1P1. Barra: 25 puM.
A direita, imagem representativa do timo de um animal controle (CP) com marcagdo para S1P: (marrom)
mostrando as regides de cortex (C) e medula (M) delimitadas por tragcos em vermelho. Barra: 100 pum. CP:
animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina;
CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados
com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.
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A analise quantitativa da percentagem de area marcada para S1P1 revelou que o
aumento observado em animais desnutridos, tanto no cértex quanto na medula era
estatisticamente significativo. Na regido cortical dos animais desnutridos (LP) o
aumento de S1P: foi devido a desnutricdo (p<0,0001) ao passo que nos animais
desnutridos infectados (LPi) esse aumento parece ser devido a interacdo das duas
variaveis (p=0,04). Na regido medular timica observamos que o aumento de S1P: foi

devido a desnutricdo tanto em animais LP como LPi (p=0,0018) (Figura 4.18).
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Figura 4.18- Analise da expressdo de S1P; no cdértex e na medula de camundongos BALB/c. As
areas marcadas do timo foram avaliadas sob um microscopio de luz e quantificadas em pelo menos 5
campos por animal com ampliagdo de 400x usando o software ImageJ 1.48v (NIH, EUA). Os resultados
foram expressos em percentual de drea marcada. Os gréficos de barra representam a média + SD e cada
ponto representa um animal (n=6). A significancia estatistica das diferencas entre os grupos foi
determinada por Two-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Diferencas estatisticas devido a dieta (a),
infeccdo (b) ou uma interacdo entre dieta e infec¢éo (c). CP: animais alimentados com dieta de 14% de
proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi: animais alimentados com 14% de
proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com dieta de 4% de proteina e
infectados com L. infantum.

4.10 Animais infectados (CPi e LPi) apresentam reducéao significativa dos
niveis de S1P

Também analisamos a concentracdo do ligante de S1P:1 (S1P), no soro dos
camundongos, utilizando um kit de ELISA comercial. Interessantemente, de acordo com
a andlise estatistica, os niveis desse esfingolipidio foram significativamente reduzidos
pela infeccdo (p<0,001). O teste post-hoc de Tukey revelou diferengas significativas
entre os animais desnutridos infectados (LPi) comparados aos desnutridos (LP). Como

mencionado, essa diferenca foi devida a infecgéo (p<0,001) (Figura 4.19).
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Figura 4.19- Niveis de esfingosina-1-fosfato (S1P) em sangue periférico de camundongos BALB/c.
Os niveis foram avaliados em ensaio de ELISA comercial (n=9), conforme as recomendag¢fes do
fabricante. Diferencas significativas devido a infec¢do (b) foram determinadas por Two-way ANOVA. O
teste post-hoc de Tukey revelou diferengas significativas entre os grupos LP e LPi. CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi:
animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.

4.11 Células T duplo positivas tendem a aumentar no sangue periférico de

animais desnutridos

Levando em consideracdo que (i) o microambiente timico dos camundongos
desnutridos apresenta alteracdes na expressao de proteinas de MEC, (ii) que animais
desnutridos apresentam aumento na percentagem de células T duplo positivas na
regido medular timica, e (iii) que o receptor envolvido na emigracao de células T do timo
esta significativamente aumentado nesses animais, levantamos a hipétese de que o
timo desses animais estaria exportando um namero maior de células imaturas para a
periferia e, como consequéncia, o percentual de células T imunocompetentes na
periferia estaria reduzido a ponto de prejudicar a resposta imune necessaria para
controlar a proliferacdo do parasita em 6rgdos linfoides secundarios como o baco e
linfonodos. Para verificar essa hipétese, analisamos por citometria de fluxo a presenca
de células T duplo positivas em sangue periférico. A estratégia de gates usada nessa

analise é apresentada na figura 4.20-A.

Verificou-se que animais desnutridos e desnutridos e infectados apresentam uma

tendéncia ao aumento da frequéncia dessas ceélulas T imaturas (Figura 4.20-B).
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Contudo, é importante salientar que esses experimentos necessitam ser repetidos visto
que o numero de linfécitos TCRB* adquiridos no citdmetro foi reduzido. Em proximos
experimentos sera necessario aumentar o numero de células adquiridas para verificar
se essas diferencas entre 0os grupos sdo consistentes e tém significAncia estatistica.
Devido & pandemia ndo pudemos realizar um novo experimento com o modelo animal
para incluir ainda nesta dissertacao.
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Figura 4.20- Andalise das subpopula¢cdes de células T em sangue periférico de camundongos
BALB/c. (A). Estratégia de gates utilizada para selecionar as subpopulagfes de células T em sangue
periférico. (B). Os graficos de barra representam a média do % de células + SEM (n=10-12). CP: animais
alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de proteina; CPi:
animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais alimentados com
dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.
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4.12 A desnutricdo e a infeccdo alteram as subpopulagdes de células T

efetoras no timo

A partir de resultados anteriores do grupo que demonstraram a presenca do
parasita no timo dos animais infectados (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017), e com
nossos resultados que mostram que animais denutridos desnutridos apresentam uma
carga parasitaria maior do que animais bem-nutridos, nos perguntamos se células
ativadas estariam reingressando ao 6rgdo para combater a infeccdo local. Para testar
essa hipotese, realizamos a imunofenotipagem de células T efetoras tomando como
base para identificacdo dessas células a expressdo de CD44 e CD62| (CAROW et al.,
2016). Além disso, avaliamos dentro da populacéo de células efetoras, a subpopulacéo
de células recém ativadas, as quais expressam também o marcador CD69 (ZIEGLER,;
RAMSDELL; ALDERSON, 1994). A estratégia de gates utilizada para essa
imunofenotipagem esta apresentada na figura 4.21-A.

Observamos que tanto a desnutricdo quanto a infeccdo afetam o numero de
células T CD4* efetoras e efetoras recém ativadas. As células T CD4* efetoras de
animais desnutridos infectados (LPi) diminuiram significativamente devido a dieta em
relacdo aos bem-nutridos infectados (CPi). (Figura 4.21-B). Interessantemente, 0
namero de células T CD4" efetoras recém ativadas desses animais (CPi) aumentou em
resposta a infeccdo (p<0,001), mas devido a interagcdo com a desnutricdo estas células
diminuem em animais LPi (p<0,01) (Figura 4.21-B). Observamos também que a dieta
baixa em proteina leva a diminuicdo significativa das células T CD8* efetoras (a,
p<0,01) nos animais desnutridos (LP e LPi) em relacdo aos animais controle (Figura
4.21-B). Nao observamos diferencas significativas no numero de células T CD8*

efetoras recém ativadas entre os grupos.
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Figura 4.21- Analise das subpopulacdes de células T efetoras (CD44*CD62I) e recém ativadas
(CD44+*CD62I"CD69%) no timo de camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L. infantum.
(A). Estratégia de gates utilizada. As células foram marcadas com anticorpos anti-TCR{ (conjugado com
PE), anti-CD4 (conj. AlexaFluor700), anti-CD8 (conj. APCCy7), anti-CD44 (conj. FITC), anti-CD62| (con;.
BV610) e anti-CD69 (conj. APC) para fenotipar células T efetoras e células efetoras recém ativadas. (B).
Os gréficos de barra representam a média do nimero absoluto de células + SEM (n=5-6). A significancia
estatistica das diferencas observadas devido a dieta (a, p<0,01), infeccao (b, p<0,001) ou interagao entre
dieta e infeccdo (c, p<0,01) foram determinadas por Two-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. CP:
animais alimentados com dieta de 14% de proteina; LP: animais alimentados com dieta de 4% de
proteina; CPi: animais alimentados com 14% de proteina e infectados com L. infantum; LPi: animais
alimentados com dieta de 4% de proteina e infectados com L. infantum.



5. DISCUSSAO

A desnutricdo proteico-calérica € conhecida por comprometer o sistema
imunologico e, consequentemente, aumentar a susceptibilidade a diversas doencas
infecciosas, tanto em criangas como em adultos (CARRILLO et al., 2014; IBRAHIM et
al., 2017; WALSON; BERKLEY, 2018). Todavia, os mecanismos moleculares pelos
quais a desnutricdo afeta a funcéo imunologica na infeccdo com Leishmania ainda nao
estdo bem estabelecidos. Neste trabalho, foi analisado o efeito da restricdo proteica no
microambiente timico de animais infectados com L. infantum e suas consequéncias na
resposta imune a infec¢do. Durante o periodo experimental, os animais foram pesados
a cada 3 dias, para acompanhar a perda de peso corporal. No dia da eutanasia (21°
dia) foi constatado que o0s animais que receberam a dieta baixa em proteina
apresentavam 66,85% do peso corporal esperado (comparados aos bem-nutridos),
indicando um estado de desnutricAo moderada, o qual rapidamente poderia evoluir a
grave (<60%), de acordo com a escala de desnutricdo murina proposta por ANSTEAD e
colaboradores (ANSTEAD et al., 2001). Esta escala reflete, em criancas, um
prognostico ruim e tratamento mais complicado, pois frequentemente pacientes com
grau moderado de desnutricdo necessitam de cuidados hospitalares. No terceiro grau
de desnutricdo (desnutricAo grave), 0s pacientes apresentam sérias alteracdes
somaticas e funcionais incluindo psicoldgicas (GOMEZ et al., 1956). Portanto, nosso
modelo reflete uma desnutricdo mais complicada de ser tratada, a qual, em humanos,
requereria de assisténcia hospitalar, podendo progredir para morte caso ndo seja
tratada.

Além disso, em animais desnutridos (LP e LPi), a diminuicdo significativa dos
niveis de IGF-1 e leptina, reconhecidos marcadores de desnutricdo, corroboram a
validez do nosso modelo. Adicionalmente, os niveis de corticosterona, um conhecido
marcador de estresse, foram significativamente aumentados nos animais desnutridos,
indicando que nosso modelo obedece ao esperado para individuos desnutridos
(FREEMARK, 2015). Nossos resultados estdo de acordo com prévios estudios que
mostram a alteragdo desses hormoénios em individuos com desnutricdo. Estudos
conduzidos a fim de se compreender o perfil hormonal em individuos desnutridos,
observaram baixos niveis de leptina e IGF-1, ao passo que foram vistos altos niveis de
grelina e cortisol em criangcas desnutridas hospitalizadas no continente Africano

(FREEMARK, 2015). A leptina é um hormoénio secretado por adipdcitos que possui
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papel importante no metabolismo, devido sua acdo supressora do apetite sinalizado
pelo hipotalamo (FRIEDMAN, 2002). A reducédo da concentracdo de leptina leva ao
aumento dos niveis de hormonios glicocorticéides, devido ao estimulo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal, que por consequéncia aumentam a apoptose dos
timécitos, sendo entdo um mecanismo associado a deplecao de timdcitos em individuos
desnutridos (SAVINO et al., 2007). Um estudo verificou que pacientes com diagndstico
de LV, durante a fase ativa da doenca, apresentam niveis reduzidos de leptina, sendo
esse acho correlacionado com a diminuicdo de leucécitos, hemoglobina e albumina
(FIEVEZ et al., 2019). Outro hormonio frequentemente associado com a desnutricdo é o
fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), o qual tem sido utilizado
como marcador de desnutricio em pacientes que realizaram transplante intestinal
(VRAKAS et al., 2015), entre outros.

Para ser uma dieta isocalérica, a dieta contendo 4% de proteina é
complementada com o aumento de outros macronutrientes, principalmente
carboidratos, para fornecer a quantidade de calorias necessarias. Interessantemente,
ndo observamos diferencas nos niveis glicémicos dos animais que receberam dieta
com baixo teor de proteina. Em condi¢Bes fisiologicas, parte da glicose ingerida é
armazenada na forma de glicogénio. Ao chegar na sua capacidade maxima de
armazenamento no figado, a glicose que esta presente em excesso € desviada para
outras rotas metabdlicas como a sintese de &cidos graxos, devido ao aumento das
concentragbes de intermediarios do ciclo de Krebs como acetil-coA, assim como do
produto final da glicdlise, o piruvato (ADEVA-ANDANY et al., 2016). Com 0 aumento na
sintese de &cidos graxos, esses acidos podem ser armazenados no tecido adiposo,
para ser posteriormente utilizados como forma de energia, em situacdes de jejum
prolongado. Em nosso experimento, uma observacao feita durante a coleta dos 6rgaos
dos animais no dia da eutanasia, foi o fato de que os 6rgaos de animais desnutridos
apresentavam um aspecto gorduroso. Além disso, observamos também o acumulo de
tecido adiposo em o6rgdos como coracdo e intestino. Provavelmente esse achado
poderia ser explicado através desse mecanismo bioquimico da sintese de acidos
graxos.

Estudos usando dietas com restricdo de proteinas demonstram que a diminui¢ao
proteica estimula a secre¢do do fator de crescimento de fibroblastos 21 (FGF21),
promovendo hiperfagia, devido a ligacdo desse hormoénio aos receptores B-Klotho
presentes no cérebro (HILL et al., 2017; LAEGER et al., 2014). Nesta dissertagdo pode-
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se verificar que os animais alimentados com a dieta com baixo teor de proteina (4%),
consumiram maior quantidade da racdo quando comparados com animais alimentados
com a dieta de 14% de proteina. Além desse, existem outros mecanismos que também
sao associados com o aumento da hiperfagia, como (i) reducdo das concentracdes dos
hormoénios leptina e IGF-1; (ii) aumento de Grelina; (iii) aumento de transcritos de
moléculas orexigénicos como o neuropeptideo Y (NPY) no hipotalamo de roedores
(PEZESHKI; CHELIKANI, 2021). Em contrapartida, da mesma forma que existem
mecanismos que induzem a hiperfagia, também existem peptideos anorexigénicos que
induzem hipofagia devido ao alto consumo de proteinas, como por exemplo o peptideo
YY e o peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1), sendo esses fatos bem reportados
para roedores (REIDELBERGER; HAVER; CHELIKANI, 2013; ZAPATA et al., 2018).
Em nosso modelo verificamos que animais desnutridos apresentaram baixos niveis de
leptina e IGF-1 e também consumiram mais de racdo do que animais bem-nutridos;
entdo possivelmente neste modelo, a hiperfagia esteja relacionada a reducdo de niveis

sistémicos desses hormonios.

O timo é um 6rgéo linfoide primério extensamente reconhecido por ser alvo da
desnutricio (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017; SAVINO et al., 2007; SAVINO &
DARDENNE, 2010). Varios trabalhos na literatura demonstram que a atrofia timica € um
forte fator de risco para mortalidade em criancas, tendo em vista o seu papel chave na
maturacdo de linfécitos T e consequente competéncia imunolégica (AABY et al., 2002;
GARLY et al, 2008). Interessantemente, trabalhos prévios do nosso grupo
demonstraram que o timo dos animais desnutridos (LP e LPi) apresentava tamanho e
peso significativamente inferior que o timo dos camundongos controle (CUERVO-
ESCOBAR et al., 2014). Nesta dissertacdo, embora ndo mostrado no corpo do texto,
nés também observamos essa diminuicdo no peso do 6rgdo em animais desnutridos.
Além disso, constatamos reducédo drastica da celularidade total do timo acompanhada
por alteracées na arquitetura do microambiente timico, as quais em conjunto contribuem
para um orgédo atrofiado e sugerem que a resposta imune mediada por células T pode
estar gravemente comprometida nos animais desnutridos. Em trabalhos prévios do
grupo, durante a analise morfolégica do 6rgao, foi observado que camundongos
desnutridos infectados (LPi) apresentaram um aumento da area medular em detrimento
da éarea cortical timica e uma reducao significativa na area cortical quando comparados
a animais bem-nutridos infectados (CPi) (LOSADA-BARRAGAN et al., 2019). Ja que
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proporcdes de cortex:medula menores de 2:1 sdo consideradas indicadores de atrofia
timica (ELMORE, 2006), e visto que na area cortical ocorrem 0s processos de
diferenciacdo de timocitos e de selecdo positiva e negativa em resposta a estimulos
combinados de moléculas secretadas como quimiocinas e interagdo com moléculas de
matriz extracelular e células epiteliais corticais, nos perguntamos se a desnutricdo
também poderia alterar essas moléculas no microambiente timico, resultando em uma

resposta deficiente frente a infeccao na periferia.

Quando avaliamos a expressao e distribuicdo de fibronectina e laminina no timo,
observamos diferencas significativas na deposicdo dessas moléculas entre 0s grupos
experimentais. Interessantemente, apesar da regido cortical do timo dos animais LP e
LPi estar diminuida (LOSADA-BARRAGAN et al., 2019), observou-se o aumento de
fibronectina nesta regido. Além disso a laminina também estava aumentada no cortex
dos animais LPi. Entdo, além de apresentar uma menor area, o cértex timico de animais
desnutridos e infectados apresenta uma maior deposicdo de moléculas de matriz
extracelular. Estudos em modelos de infeccdo por T. cruzi, também observaram
aumento de proteinas de MEC (SAVINO, 1990). A fibronectina e a laminina séo
responsaveis pela migracdo dos timdcitos pelo microambiente timico através de
interacbes mediadas por receptores do tipo integrina (SAVINO et al., 2015),
constituindo-se assim como moléculas cruciais para a correta maturacao de linfocitos T
na regido cortical. Essa interacdo modula a adesdo de timdcitos a células timicas
epiteliais (TECs) e também desempenha um papel no trafego de timdcitos através das
células “nurse” do timo (TNCs), afetando tanto a entrada como a saida de linfocitos
nesse nicho microambiental particular (SAVINO et al., 2000). Estudos in vivo usando
camundongos deficientes para laminina-2 (dy/dy) mostraram que o timo desses animais
era menor e desorganizado, com reduzido niamero de timdcitos, principalmente os
duplo-positivos (MAGNER et al.,2000). Nesta dissertacdo observamos que a atrofia
timica de animais desnutridos infectados (LPi) é acompanhada por aumento na
deposicdo de laminina no coértex e deplecdo de timocitos duplo-positivos (CUERVO-
ESCOBAR et al., 2014; LOSADA-BARRAGAN et al., 2017), sugerindo que defeitos na
expressdo de laminina, seja pelo seu aumento ou diminui¢do, afetam particularmente a
populacdo de timécitos DP. Estudos em criancas desnutridas tém reportado um

aumento na matriz extracelular intralobular timica contendo fibronectina, laminina e
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coldgeno tipo IV e esse aumento é correlacionado positivamente com o grau de
deplecao dos timécitos (LYRA et al., 1993).

Em nosso modelo, os defeitos na expressédo de moléculas da MEC que resultam
na sua deposicdo aumentada no coértex timico foram causados pela desnutricdo, mas
nao pela infeccdo com L. infantum apesar do parasito ser encontrado no timo.
Recentemente, foi mostrado que a adesdo a matriz € fundamental para a sobrevivéncia
e homeostase de células epiteliais mamarias sob restricdo alimentar (MURANEN et al.,
2017). Fibroblastos privados de nutrientes em cultura secretam proteinas de matriz que
mantém o crescimento de células epiteliais mamarias sob restricdo de nutrientes. Essas
células quando submetidas a restricdo de nutrientes internalizam a laminina junto com a
integrina 4. A laminina internalizada se localiza nos lisossomos, levando a um aumento
nos niveis de aminoacidos intracelulares e na sinalizacdo de mTORC1, evitando assim
a morte celular (MURANEN et al., 2017). Entdo, caberia hipotetizar que, em nosso
modelo de desnutricdo, células do estroma timico poderiam estar secretando moléculas
de matriz para manter a sobrevivéncia dos timdcitos em desenvolvimento. Em linha com
essa ideia, foi descrito que fibroblastos capsulares timicos produzem diferentes
proteinas de matriz extracelular (NITTA & TAKAYANAGI, 2021). Além disso, nosso
grupo observou um aumento significativo nos niveis de expressdo do gene anti-
apoptotico Bcl-2 no timo de animais desnutridos (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017).
Contudo, experimentos adicionais sdo necessarios para saber se esse mecanismo de

protecdo e sobrevivéncia é acionado no timo de animais desnutridos.

Por outro lado, visto que as interacfes intratimicas mediadas por integrinas e
moléculas como fibronectina e laminina intervém diretamente em estagios importantes
do desenvolvimento celular de células T no timo (COTTA-DE-ALMEIDA et al., 2003), o
aumento dessas moléculas da MEC na regido cortical dos animais LPi provocaria um
efeito deletério na correta maturacédo dos timécitos nesta regido e, consequentemente,
as células T nao conseguiriam sofrer adequadamente os processos de selecdo negativa
e positiva e poderiam estar migrando precocemente para a regido medular. De fato, nés
observamos um aumento na marcacao de células duplo positivas na medula timica dos

animais desnutridos. Esse resultado sera discutido mais adiante.

Tem sido sugerido que a MMP-10 pode afetar a migracdo de diversos tipos
celulares (KRAMPERT et al., 2004) por meio da degradacdo de proteinas de MEC,
utilizando como substrato colageno (lll e IV), gelatina, elastina, caseina, assim como
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fibronectina e laminina (KAPOOR et. al., 2016). Uma atividade desregulada da MMP10
pode comprometer a migracdo celular, uma vez que esses substratos interagem com
receptores presentes nas ceélulas. A super-expressdo de MMP-10 em camundongos
transgénicos leva alteragdo na deposicdo e localizagdo de laminina durante a
cicatrizacédo de feridas nesses animais (KRAMPERT et al., 2004). As interacdes entre
MMP10 e moléculas de matriz extracelular como fibronectina e laminina no timo séo
pouco estudadas; dado o aumento dessas moléculas da MEC no nosso modelo, era
possivel sugerir que houvesse defeitos na expressdao e/ou atividade desta
metalopeptidase que explicassem o acumulo de moléculas da MEC no cértex timico.
Contudo, observamos o contrario, i.e., 0os niveis de MMP-10 também estdo aumentados
em animais desnutridos. O aumento dessa enzima no parénquima timico, mais
especificamente na regido cortical, poderia indicar um remodelamento intenso da MEC,
no esforco de recuperar a homeostase do tecido que se apresenta bastante alterado
com o aumento de fibronectina e laminina devido a desnutricdo. Por outro lado, ndo
podemos descartar que apesar da enzima apresentar niveis aumentados nesses
animais, a sua atividade esteja comprometida, ou seja, a enzima esta presente, mas
ndo esté ativa. Cabe destacar que toda metaloproteinase (MMP) é produzida na forma
de zimdégeno sendo, portanto, necessaria a remocao do dominio pré-peptideo para
gerar uma MMP com sitio catalitico ativo (GILL et al., 2004). Também ja tem sido
descrito o mecanismo pelo qual é regulada a ativacdo das MMPs em tecidos, a nivel
transcricional, em resposta a fatores de crescimento e citocinas (STAMENKOVIC,
2000). Contudo, resultados nado publicados do grupo mostram atividade de
metalopeptidases, avaliada por enzimografia, em todos os grupos analisados, o que
sugeriria que essas enzimas estariam ativas. No entanto, estas observacées néo
indicam qual tipo de metalopeptidase é a responsavel pela atividade e precisam ser
feitos ensaios adicionais para determinar se a MMP10 especificamente € ativa nesses
animais.

A quimiocina CCL21 é um ligante produzido e secretado por células epiteliais
medulares timicas (MTECs) (TAKAHAMA, 2006). Esta quimiocina é responsavel pela
atracdo, para a regido medular, de células T Simples Positivas (SP) que sobreviveram
aos processos de beta selecao e selecao positiva, 0s quais ocorrem na regido cortical e
no espaco da juncao cortico-medular (CMJ) (KLEIN et al., 2014; KONDO; OHIGASHI;
TAKAHAMA, 2018). Na medula timica, as células SP permanecem por alguns dias até

serem exportadas para periferia. A quimioatracdo das células € mediada pela afinidade
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entre o receptor CCR7 (e CCR9) expresso na superficie de células T SP maturas. Foi
demostrado que dentre os ligantes de CCR7, a isoforma A de CCL21 apresentava
maior papel na atracdo das células T SP/CCR7* para a zona medular (KOZAI et al.,
2017) . Além disso, foi observado que na auséncia dessa quimiocina ha uma falha na
tolerancia central que, por consequéncia, pode levar a predisposi¢cdo para desenvolver
autoimunidade (JAMES; JENKINSON; ANDERSON, 2018).

Nossos resultados mostraram que animais desnutridos (LP) e desnutridos
infectados (LPi) apresentam reducdo significativa nos niveis de CCL21 no fluido
intersticial timico, o que sugeriria que células T SP ndo estariam recebendo o estimulo
apropriado para migrar a regido medular. Dado que em trabalhos anteriores do grupo
observamos aumento significativo nos niveis de transcritos para Ccr7 e para Cd62L em
timocitos de animais desnutridos infectados (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017), e
aumento no tamanho da area medular em detrimento da regido cortical nesses
camundongos(LOSADA-BARRAGAN et al., 2019), pensamos que a desnutricdo (i)
favoreceria um acumulo de células SP maduras na medula timica que ficariam retidas
levando ao aumento dessa regido, ou (ii) favoreceria uma maturacdo incorreta dos
timocitos que com o aumento da expressdo de Ccr7 e Cd62l migrariam precocemente
para a regido medular aumentando, portanto, o tamanho desta. Essas conjecturas
envolveriam também um aumento nos niveis de CCL21. Contudo, observamos o
contrario: a abundancia dessa proteina foi diminuida nos animais desnutridos. Portanto,
se levamos em conta também que ha diminuicdo das subpopulacées de SP no timo, em
conjunto, nossos resultados sugerem gque as poucas células SP que migram do cortex
para a medula estdo superexpressando o CCR7 para compensar a diminuicdo dos
niveis de CCL21 na regido medular timica e dessa maneira tentar completar o processo
de maturagéo.

Além disso, podemos pensar que essas alteragdes teriam um importante impacto
negativo na resposta imune frente a infeccdo com L. infantum, pois sem a presenca das
células imunocompetentes na periferia, ndo haveria o controle da infec¢éo, o que condiz
com nosso modelo experimental, tendo em vista que animais desnutridos infectados
(LPi) apresentam aumento significativo e precoce de carga parasitaria no baco com
apenas 2 semanas poés-infeccdo quando comparados com 0s animais bem-nutridos
infectados (CPi) (CUERVO-ESCOBAR et al.,, 2014). Os nossos resultados, com
respeito aos niveis de CCL21 no timo, vdo ao encontro de relatos da literatura de
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diminuicdo de transcritos desta quimiocina em linfonodos de animais desnutridos e
infectados com L. donovani (IBRAHIM et al., 2014). Os niveis de mRNA para CCL21 em
camundongos desnutridos e infectados foram 2X diminuidos quando comparados com
camundongos apenas desnutridos ou bem-nutridos (IBRAHIM et al., 2014). Nos
linfonodos, a reducéo da expressdo de CCL21 poderia prejudicar a migracao de células
dendriticas ativadas na pele para o linfonodo drenante (ALVAREZ; VOLLMANN; VON
ANDRIAN, 2008; OHL et al., 2004). Por outro lado, a diminuicdo significativa dos niveis
de CCL21 em animais desnutridos também poderia sugerir que esses camundongos
estariam predispostos a apresentarem falhas na tolerdncia central, uma vez que
timocitos selecionados positivamente de camundongos nocaute para o gene CCL21a
nao se acumulavam na regido medular, e como consequéncia eram mais propensos a
desenvolver uma inflamacéo das glandulas lacrimais (dacrioadenite) autoimune (KOZAI
et al., 2017).

Com respeito as subpopulagcdes de células T no timo observamos que
camundongos desnutridos apresentaram uma diminui¢cdo significativa no namero
absoluto de subpopulacdes de células T duplo negativas (DN). As subpopula¢cbes de
células T DN podem estar reduzidas como resultado da baixa producdo de progenitores
timicos recentes na medula 6ssea, ou por inducdo da apoptose nessas células, ou por
reducdo dessas células em algum estagio de desenvolvimento especifico (DN1-DN4)
(MAJUMDAR et al., 2019), o que poderia comprometer no numero final de células T
simples positivas maduras que seriam exportadas para a periferia. Camundongos com
baixos niveis de leptina circulante (em situacGes de privacdo de alimentacdo), assim
como observado em nosso modelo, apresentam reducéo significativa da subpopulacdo
de células T DN. A administragdo de leptina exdgena foi capaz de aumentar
substancialmente a celularidade no timo, incluindo das células T DN (HOWARD et al.,
1999). Levando em consideracdo a reducdo no numero absoluto de células DN, em
animais LP e LPi, poderiamos sugerir qgue a chegada de precursores da medula éssea
esta reduzida. Contudo é necessario avaliar como esta a producao desses progenitores
oriundos da medula éssea para se chegar a um cenario mais preciso. Além disso, o

ensaio precisa também ser repetido para confirmar estas observagoes.

Andlise das diferentes subpopulacdes de células DN mostrou que as quatro
subpopulac¢des sofreram diminuicdo significativa pela desnutricdo tanto em animais
apenas desnutridos (LP) como nos desnutridos infectados (LPi). Além disso, as células

86



DN1 e DN2, que sdo aumentadas pela infeccdo nos animais CPi, sofrem uma
diminuicdo significativa nos estagios posteriores DN3 e DN4. Cabe destacar que o
aumento de DN1 nos animais bem-nutridos infectados (CPi) € anulado pela desnutricdo
nos animais LPi. Isso sugere que se a infeccdo é sentida no timo de tal forma a
potencializar a proliferacao/diferenciacdo de DN1, esse efeito € anulado pela
desnutricdo e resultaria na diminuicdo das subpopulacdes dos estagios posteriores de
diferenciacdo. De forma interessante, foi demonstrado que em células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) de pacientes com leishmaniose cutédnea, células DN séo a
segunda fonte mais abundante de producdo de IFN-y apO6s as células T CD4*
(ANTONELLI et al., 2006; BOTTREL et al., 2001). Caso essas células possam patrticipar
da resposta inflamatéria durante a infeccdo, essa capacidade poderia seria anulada

quando h& uma condicdo de desnutricdo prévia a infeccao.

Canonicamente, € esperado que encontrar apenas células T simples positivas na
regido medular timica, enquanto células DP estariam presentes na regido cortical
(JAMES; JENKINSON; ANDERSON, 2018). Como mencionado antes, nos
hipotetizamos que os defeitos observados no microambiente timico poderiam resultar
em defeitos na maduracdo das células e migracdo precoce de células imaturas do
cortex para a medula. Apesar das limitacbes da nossa contagem de células DP na
medula, a analise sugere que ha um aumento significativo no niumero de células DP por
mm? na medula timica. Esse resultado apoiaria a ideia de que timoécitos DP estéo
chegando precocemente a medula timica, e, portanto, ndo estdo passando pelo devido
processo de diferenciacdo em células T SP, o qual ocorre durante a selecao positiva,

préximo a jungéo cortico-medular.

E importante destacar que, durante a selecdo positiva, € necessaria a interacio
entre a célula DP e a TEC para o reconhecimento do peptideo apresentado pelo
complexo de histocompatibilidade (MHC) da TEC, e que dependendo qual tipo de MHC
essa célula expresse (I ou Il), vai direcionar esse timdcito DP a se diferenciar em célula
T SP (CD4* ou CD8"). Portanto, qualquer distirbio em TECs pode prejudicar os eventos
da selecédo positiva e, por consequéncia, permitir a chegada de células DP a regido
medular. Interessantemente, em trabalhos prévios do grupo, ja foi descrito que animais
desnutridos apresentam reducgdo significativa na abundancia de citoqueratinas K8 e
K18, produzidas por TECs (LOSADA-BARRAGAN et al., 2019). Adicionalmente, em
modelo de paracoccidioidomicose, também ja foi demostrado a reducao da celularidade

87



de TECs pela infecgao no timo (ALVES DA COSTA et al., 2016). Sendo assim, esses
dados em conjunto, reforcam a ideia de que defeitos durante a selecao positiva possam
comprometer a correta chegada de células T maturas na regido medular e ao mesmo

tempo favorecam a chegada precoce de células DP a essa regiao.

Caso timocitos DP estejam chegando a medula, é possivel sugerir também que
eles possam sair do timo imaturas. Por isso medimos a expressao do receptor de
esfingosina-1-fosfato do tipo 1 (S1P1) através de imuno-histoquimica. Esse receptor tem
um papel essencial na emigracdo de células T maduras para periferia seguindo o
gradiente de concentracdo do ligante (S1P) presente no sangue (CHIBA et al., 2006).
Além disso, tem sido descrito na literatura que esse receptor esta envolvido em
distarbios de migracéo de timécitos em modelo experimental de diabetes (LEMOS et al.,
2018). Com base na determinacdo do percentual de &rea marcada, foi possivel verificar
gue houve aumento significativo na expressao desse receptor tanto na regiao cortical,
como na regido medular de camundongos desnutridos (LP) e desnutridos infectados
(LPi) quando comparados com o grupo controle (CP). Esse resultado apoiaria a

hip6tese de uma emigracao de células T imaturas para a periferia.

Em modelo murino de infecgcdo com T. cruzi foi demonstrado que alteragdes em
eventos chave do metabolismo de S1P podem provocar a saida prematura de células T
para periferia, tanto de células DP, mas principalmente de células DN (CD4CD8Y)
(LEPLETIER et al., 2014). Nesse trabalho, os autores realizaram medicao dos niveis de
transcritos de enzimas envolvidas no metabolismo da S1P, verificando que a enzima
responsavel pela degradacdo de S1P (S1P Liase) estava superexpressa hos
camundongos infectados com T. cruzi, ao passo que o nivel de transcritos para enzimas
envolvidas com a sintese de S1P (S1P quinases) estavam diminuidos. Também foi
observado que os timdcitos DN de animais infectados expressavam niveis elevados do
receptor de S1P (S1P1) (LEPLETIER et al., 2014). Interessantemente, nesse trabalho
0s autores encontraram niveis aumentados de S1P1 na regido cortical de camundongos
infectados quando comparados com camundongos controle. Em nosso trabalho, néo
conseguimos observar esse aumento nos animais bem nutridos e infectados (CPi). No
entanto, até o presente momento, ndo foi descrito na literatura se a infecgdo por
Leishmania consegue modular algum fator chave no metabolismo de S1P no

microambiente timico, resultando na saida de células T prematuras. De todo modo,
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podemos observar que tanto a desnutricdo (nosso trabalho) quanto a infeccao

(LEPLETIER et al., 2014) podem levar a um aumento de S1P1 no cortex timico.

S1P promove a migracdo de células T a partir da ligacdo com S1P1 (BAEYENS
et al., 2015). Adicdo de analogos de S1P como FTY720 pode promover o sequestro de
linfécitos T em érgaos linfoides, com consequente linfopenia na periferia (MANDALA et
al., 2002). Nesse contexto, nossos achados de aumento na expressao de S1P1 no
cortex timico de animais desnutridos poderiam sugerir que os timocitos de animais LPi
tendem a aumentar a expressdo de S1Pi1 na tentativa de aumentar a sensibilidade
dessas células as baixas concentracfes do ligante no sangue. Outra hip6tese € que a
reducdo dos niveis de S1P no sangue, deixaria 0 microambiente com uma
concentracdo maior de S1P e isso promoveria a retencdo de timocitos no timo, e por
consequéncia prejudicaria a resposta de células T na periferia contra o parasito.

Contudo, isso precisaria ser demonstrado em experimentos adicionais.

Em infec¢Bes in vitro de macrofagos de linhagem humana com L. donovani, foi
observado que o parasita inibe a fosforilacdo da esfingosina quinase 1 (SPHK1),
diminuindo, portanto, a sintese de S1P o que, por consequéncia, favoreceria o aumento
da carga parasitaria, uma vez que S1P leva a uma reducdo da carga parasitaria
induzida pela via ERK1/2 e ativacdo da via p38 que limitam a infec¢cdo (ARISH et al.,
2018). Além disso, em L. major, foi demonstrada a presenca da esfingosina quinase
SphK A, e seu papel na sobrevivéncia e na viruléncia do parasito no hospedeiro
(ZHANG et al., 2013). A luz desse reportes seria possivel sugerir que os parasitas
poderiam modular a sinalizacdo de S1P, provavelmente através de SphK A.
Interessantemente, em nosso trabalho, verificamos que as concentracdes de S1P no
soro estavam diminuidas apenas nos animais infectados por L. infantum, bem-nutridos
e desnutridos, reforcando a ideia de que espécies de Leishmania conseguem modular a
sintese de S1P nas células dos hospedeiros, subvertendo assim a resposta mediada
por células que migram em resposta a esse ligando, sobretudo na periferia. Porém,
novos estudos devem ser realizados para corroborar se o parasita consegue modular

essa via e 0 mecanismo subjacente.

Durante a escrita desta dissertacdo nao foi possivel achar reportes descrevendo
se a condicdo de desnutricdo proteica pode alterar o metabolismo de S1P. Em

contrapartida, em modelo de obesidade ja foi demonstrado o aumento dos niveis de
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S1P no plasma, tanto em humanos, quanto em roedores (GUITTON et al., 2020). Esse
aumento € oriundo da maior oferta de acidos graxos livres na corrente sanguinea que,
quando acumulados em tecidos ndo adiposos, sdo metabolizados em derivados
lipidicos como ceramida (fonte de S1P) (GUITTON et al., 2020).

Para constatar se animais desnutridos e infectados apresentam aumento na
frequéncia de células T imaturas na periferia, analisamos por citometria de fluxo o
fendtipo de células em sangue periférico. Verificamos que os animais LPi apresentavam
um modesto aumento percentual de células DP no sangue, entretanto, a repeticdo
desse experimento € necessaria devido ao fato da quantidade de células TCRaf* ter
sido baixa para a realizacdo das analises. Na literatura tem sido descrito o aumento de
células DP, no sangue periférico, em diversas doencas infecciosas, como doenca de
Chagas, malaria e pneumonia induzida por Chlamydia pneumoniae (ANDRADE et. al.,
2008; FRANCELIN et. al., 2011; MORROT et. al., 2011; PENTTILLA et. al., 1998).
Apesar de preliminares, os resultados estdo de acordo com o0 que tem sido
demonstrado na literatura. Alguns autores demonstram que essas células imaturas
poderiam apresentar funcdo na periferia. Ao contrario do observado em infecgcbes com
T. cruzi (MORROT et al., 2011), o status e papel das células DP na periferia durante a
LV néo tém sido estudada. Em contrapartida, em outras patologias como HIV, cancer e
doencas autoimunes, a presenca dessas células DP na periferia é alvo de muita
controvérsia (OVERGAARD et al., 2015) e sua funcdo em cada modelo experimental
tem se apresentado de forma muito particular e especifica. No geral, essas células DP
podem apresentar fenotipos citotoxicos com producéo de perforinas e granzimas, assim
como podem apresentar fenétipo supressivo com presenca de IL-10, IFN-y, mas nao IL-
4 (VAN KAER et al., 2013). Seria interessante verificar em proximos ensaios qual é o
fendtipo dessas células DP frente a infeccao pelo parasito no nosso modelo.

Com respeito as alteracfes nas subpopulacfes de células T SP (CD4* ou CD8")
observadas no timo dos grupos experimentais aqui analisados, tem sido reportado na
literatura que infeccbes por Salmonella typhimurium podem causar uma reducao da
celularidade de células T devido a atrofia timica observada nesses animais
(MAJUMDAR et al., 2017). Em relacdo a desnutricdo, em modelo de infeccao latente
por micobactérias, observou-se que a situagdo de privagdo de nutrientes e calorias
pode estar associada com a baixa frequéncia de células T CD8* e T CD4*
(RAJAMANICKAM et al., 2019). Nossos resultados estariam de acordo com esses
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achados no modelo de desnutricdo e infeccdo com micobactérias. Interessantemente,
em modelos que abordam diferentes metodologias para inducdo de atrofia timica, foi
observado que as subpopulacdes de T CD4* e T CD8* estavam diminuidas em relagcéo
ao grupo de animais nao tratados. Nesta dissertacdo e em trabalhos anteriores do
grupo verificamos as mesmas observacgfes, ou seja, atrofia timica estd acompanhada
por reducdo de subpopulacdes de células SP. Portanto, nossos resultados estdo de
acordo com reportes da literatura, nos quais o timo sofre deplecdo na celularidade em

condicdes patoldgicas.

A expressao do marcador de superficie CD69 em células T periféricas, tem sido
associado com a sua ativacao recente (ZIEGLER; RAMSDELL; ALDERSON, 1994). A
expressdo de CD69 é rapidamente induzida na superficie de células T logo apos a
ativacdo, em torno de 30 a 60 min, e por isso, este receptor € usado como marcador
precoce de ativacdo de linfocitos (CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2017). No entanto,
durante uma etapa do desenvolvimento de células T no timo, tanto timdcitos murinos,
assim como timocitos humanos expressam esse marcador de superficie (BUNTING;
COMERFORD; MCCOLL, 2011; JUNG et al., 1990; T et al., 2001). Na literatura tem
sido reportadas duas subpopula¢cbes de timdcitos simples positivos na regido medular
timica: (i) timécitos simples positivos imaturos (CD69*CD62L°) e (ii) timocitos simples
positivos maduros (CD69°CD62L*), sendo essa Ultima subpopulacdo a que esta
completamente madura e pronta para sair para periferia (BUNTING; COMERFORD;
MCCOLL, 2011). Apesar dessas subpopulagbes serem bem caracterizadas, ainda nao
tem sido descrito o papel dos timdcitos simples positivos imaturos, no desenvolvimento
de células T (BUNTING; COMERFORD; MCCOLL, 2011). Nesse contexto, a analise de
citometria realizada nesta dissertacdo, das subpopulacbes de células T
CD4*/CD44*CD62LCD69* ou CD8*/CD44*CD62L"CD69* apresenta o viés de marcar a
subpopulacdo simples positiva imatura da medula, assim como células SP que foram
ativadas na periferia e migraram de volta para o timo para a resolucéo da infeccao local
com o parasito.

A reentrada ao timo de células T maduras ativadas na periferia com o objetivo de
controlar a infecgéo local j& foi demonstrada e discutida anteriormente em modelos de
infeccédo por M. tuberculosis e Paracoccidioides brasiliensis (ALVES DA COSTA et al.,
2016; NOBREGA et al.,, 2010). Dado que em trabalhos anteriores mostramos a
presenca do parasito no timo (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017), e que observamos
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um aumento significativo na carga parasitaria no timo de animais desnutridos (esta
dissertacéo), resolvemos avaliar a presenca de células T efetoras (Te) no timo, para
verificar se a desnutricdo e/ou a infeccao favoreceriam a reentrada de células ativadas
na periferia para realizar o controle da infecgdo no timo. Em nosso trabalho
descrevemos pela primeira vez o aumento do nimero absoluto de células efetoras T
CD4* (CD4*/CD44*CD62LCD69*), em animais bem nutridos e infectados (CPi) frente a
infeccdo por L. infantum. Ao contrario do observado em animais CPi, os animais
desnutridos infectados (LPi) ndo exibem aumento na chegada de células T efetoras
CD4* o que sugere que a resolucdo da infeccao pelo parasito no microambiente timico
poderia estar prejudicada. Interessantemente, em modelo de infeccdo por M. avium, foi
observado um aumento de células T especificas para o patdgeno no timo (NUNES-
ALVES et al., 2013). Nesse modelo, os autores demonstraram que células T geradas no
timo previamente infectado por M. avium sdo tolerantes ao patdgeno na periferia
(NOBREGA et al., 2010). A persisténcia da infec¢do e de peptideos antigénicos no timo
pode favorecer o aparecimento de células T tolerantes ao patdgeno, portanto,
contribuindo para sua persisténcia em outros tecidos (NUNES-ALVES et al., 2013).
Sendo assim, nossos resultados sugerem que a persisténcia do parasito no timo
poderia favorecer o surgimento de células T tolerantes a Leishmania, que, por
conseguinte, os animais infectados ndo resolveriam a infeccdo em outros sitios

classicos de persisténcia do parasito como o baco.
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6. CONCLUSOES

BAGO \_ J

Figura 6.1 — Alteracdes observadas em camundongos BALB/c desnutridos e infectados com L.
infantum. (A) As altera¢des observadas na MEC, assim como alterag6es em moléculas sinalizadoras de
migracao celular, criam um microambiente propicio a saida de células T imaturas (DN e DP) para
periferia, por consequéncia, pode impactar negativamente no controle da infeccdo em sitios periféricos
como baco e linfonodos de animais desnutridos e infectados (LPi); (B) O timo em pré-condi¢do de

desnutricdo, ndo controla adequadamente a proliferacdo dos parasitos.
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As alteragbes observadas na MEC timica, em animais desnutridos e infectados
(LPi), indicam que processos de migracdo celular mediados por proteinas de MEC
como fibronectina e laminina podem estar prejudicados nesses animais, na regiao
cortical (Figura 6.1 A). O que pode prejudicar a interacdo de timocitos com células
epiteliais corticais e favorecer o escape de células imaturas duplo positivas para regiao
medular. Como consequéncia, aumenta o escape dessas células imaturas para 0rgaos
periféricos como baco e linfonodos, culminando em uma resposta imune ineficaz contra
0 parasito nos sitios periféricos, o que favorece o aumento na proliferagdo do parasito.
Além disso, com relacdo a alteragdo do recrutamento de células T ativadas para o timo,
com a diminuicdo observada em animais LPi, esse fenbmeno cria um ambiente
adequado para proliferacdo exacerbada do parasito no 6rgdo. Com 0 aumento na
persisténcia de antigenos do parasito nesse 6rgao pode favorecer o escape de células
T tolerantes ao parasito na periferia (Figura 6.1 B).

Em conjunto, e sabendo que as células T exercem um papel fundamental na
resposta adaptativa apropriada frente a Leishmania, nossos resultados sugerem que a
desnutricdo induz um microambiente timico disfuncional onde a diferenciacao, selecao
e maturacdo de timdcitos esta comprometida e impactaria negativamente na saida de
células T maduras para a periferia e no controle da carga parasitaria em Orgaos
linfoides secundarios como o baco, que de fato apresenta aumento precoce da carga
parasitaria, agravando/acelerando 0s eventos imunopatolégicos na leishmaniose
visceral em individuos desnutridos e resultando, portanto, em formas mais graves da

doenca.
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8. ANEXOS

8.1 Licenca do Conselho de Etica no Uso de Animais do 10C

esabs Mirusterio da Salide I O C
Fundag2e Dswalda Cruz

m‘ﬁ Instituto Oswaldo Cruz Triwtitans Owwadds Crizx

Wmm Comessio de Etica no Uso de Animais - CEUASIOC

LICENCA L-032/2018

Certificamos que o protocolo (CEUA/NIOC-038/2018), intitulado, “Anélise do efeito da
reslricdo proteica em camundongos BALBfc submetidos & infeccao com Leishmania
infantum", sob a responsabilidade de Patricia Cuervo Escobar atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispbe sobre 0 uso cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios
da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida
licenga nZo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao
nacional.

Esta licenca tem validade até 30/09/2022 e inclui o uso total de:
-Camundongo (Mus musculus), linhagem:
BALB/c — 400 animais machos de 3 a 4 semanas,

-Hamster, linhagem:

Mesocricelus auratus -~Golden — 96 animais machos de 2 a 4 semanas.

Observacao: Esta licenca nao substitui outras licengas necessarias, como Certificado de
Qualidade em Biosseguranga para animais geneticamente modificados, certificado da
IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janenro 01 de outubro de 2018.
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Fiocruz - Fundasio Oawaldo Cruz-Inatituln Oswaldo CreOC - Pavibda Arthur Neva - midulos de DPAns3o - sala 06
Av. Brasi, 4355 - Manguinhas - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP; 21040-360 Tel {21) 25621056
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