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RESUMO

A leishmaniose € uma zoonose negligenciada que afeta entre 50.000 e 90.000 pessoas
anualmente, sendo a leishmaniose visceral (LV) sua forma mais grave, causada principalmente
pela Leishmania donovani e Leishmania infantum/chagasi. Apesar da alta prevaléncia, a
maioria dos infectados ndo desenvolve a doenga, cuja progressdo sintomatica esta associada ao
equilibrio entre respostas imunes adaptativas celular (Th1) e humoral (Th2). Os linfdcitos T,
fundamentais para essas respostas, tém sua maturacdo no timo regulada por citocinas que
influenciam eventos como diferenciacdo e proliferacdo, rearranjo genético do receptor de
células T (TCR), e as sele¢des positiva e negativa. Este estudo analisou a expressado de citocinas
(IFN-y, IL-12, IL-10, TGF-B, IL-4 e IL-2) no timo de hamsters infectados experimentalmente
por L. infantum, visando compreender as alteragdes timicas que podem impactar a maturagéo e
diferenciacdo dos linfocitos T durante a infeccdo através da técnica de RT-gPCR. O estudo
observou um aumento significativo na expressdo de IFN-y decorrente da leishmaniose visceral,
portanto, a doenca leva alteracbes na expressdo de citocinas e consequentemente o
microambiente timico o que impacta na maturacdo dos linfocitos T que sdo liberados para
periferia, afetando a resposta imune periférica.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Células T; Acido ribonucleico;



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected zoonosis that affects between 50,000 and 90,000 people annually,
with visceral leishmaniasis (VL) being its most severe form, primarily caused by Leishmania
donovani and Leishmania infantum/chagasi. Despite its high prevalence, most infected
individuals do not develop the disease, whose symptomatic progression is associated with the
balance between cellular (Th1) and humoral (Th2) adaptive immune responses. T lymphocytes,
which are essential for these responses, undergo maturation in the thymus, regulated by
cytokines that influence processes such as differentiation and proliferation, T-cell receptor
(TCR) genetic rearrangement, and positive and negative selection. This study analyzed the
expression of cytokines (IFN-y, IL-12, IL-10, TGF-B, IL-4, and IL-2) in the thymus of hamsters
experimentally infected with L. infantum, aiming to understand thymic alterations that may
impact T cell maturation and differentiation during infection, using the RT-gPCR technique.
The study observed a significant increase in IFN-y expression resulting from visceral
leishmaniasis. Therefore, the disease induces changes in cytokine expression and,
consequently, in the thymic microenvironment, impacting the maturation of T lymphocytes
released to the periphery, ultimately affecting the peripheral immune response.

Keywords: Visceral leishmaniasis; T-cell; Ribonucleic acid.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zoonose listada entre as 10 doencas tropicais negligenciadas,
afetando cerca de 50.000 a 90.000 pessoas anualmente (PAHO, 2024; WHO, 2024). A
leishmaniose visceral (LV) € a forma mais grave desta doenca e tem como principais agentes
etiologicos a L. donovani e L. infantum/chagasi (MULLA et al., 2016).

Apesar alta incidéncia de casos, a maioria das pessoas infectadas com espécies
visceralizantes de Leishmania nunca desenvolve a doenga. Entretanto, a apresentagédo
sintomatica e progressiva da LV estd fortemente associada ao equilibrio entre as respostas
imunes adaptativas celular (Th1) e humoral (Th2) (R & NYLEN, 2012; NYLEN & GAUTAM,
2010). Onde, uma resposta imune predominantemente celular, caracterizada pela producéo de
citocinas como IFN-y, TNF-q, IL-2 e IL-12, além da proliferacao de linfocitos T CD4+ e CD8+,
estd associada a protecdo contra a doenca. Em contraste, uma resposta humoral predominante,
com a liberacdo de citocinas Th2 como IL-4, IL-10 e TGF-B, esta relacionada a ocorréncia de
lesBes sistémicas e a progressao da LV (BARBIERI, 2006).

Os linfocitos T, que desempenham um papel central na coordenacdo das respostas
imunes adaptativas, desenvolvem-se e amadurecem no timo por meio de processos como
diferenciacdo, proliferacdo, rearranjo genético do receptor de células T (TCR) e as selecdes
positiva e negativa (LIND et al., 2001; PEARSE, 2006b; PETRIE, 2002). Esses processos séo,
ao menos em parte, regulados por citocinas como IFN-y, IL-2, IL-12 e TGF-p.

No timo, o IFN- y influencia a ades&o dos timaocitos as células epiteliais timicas (TECs),
impactando a migracdo dos timdcitos (LAGROTA-CANDIDO et al., 1996; LANNES-
VIEIRA, J. et al., 1991). Além disso, induz a expressao de varias moléculas de superficie,
incluindo as classes | e Il do MHC interferindo nas etapas de sele¢do positiva e negativa dos
timocitos (PATEL et al., 1995). A IL-12, assim como na periferia, estimula a produgdo de IFN-
y afetando a migraco, diferenciacdo e morte celular de células T imaturas (LUDVIKSSON et
al., 1999; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2005).

Paralelamente, outras citocinas, como IL-2 e TGF-p, estdo envolvidos na maturagdo dos
linfécitos T reguladores (Treg) no timo, garantindo a formacao adequada de um compartimento
normal de células Treg periféricas e ajudando a prevenir a autoimunidade (BAYER et al., 2007;
MALEK et al., 2000, 2001; MCCARRON et al., 2019).

Por outro lado, citocinas imunossupressoras como IL-4 e IL-10, relacionadas a
progressao da LV, tém sido associadas a efeitos deleterios no timo. Estudos indicam que essas

citocinas promovem a reducdo do numero de timdcitos, involugdo e aplasia timica,



evidenciando sua influéncia negativa no desenvolvimento das células T (ROULEAU et al.,
1999; SHEN et al., 2018).

A presenca de Leishmania, bem como alteragdes decorrentes da LV j& foram descritas
no timo de humanos, caes, camundongos e hamsters. Em humanos a LV causou atrofia timica
(ELTOUM et al., 1992). Em cées, atrofia timica, timite granulomatosa ou piogranulomatosa e
alteracBes nas populagbes de linfocitos T e B, macrofagos e células epiteliais timicas
(JUSSIANI et al., 2022; SILVA et al., 2020). Em camundongos, foi observado aumento de
peso do orgdo, porcentagem de células T simples positiva (CD4 + e CD8 +) e da expressdo
génica e producdo de 1L-12 (CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; LOSADA-BARRAGAN et
al., 2017, 2019) e em hamsters alteragdes na populacéo de linfécitos T e B (MARCO et al.,
2023).

A LV esta associada a desequilibrios na resposta imune adaptativa, contudo, ainda séo
pouco compreendidos os mecanismos pelos quais a infeccdo afeta o microambiente timico,
essencial para a maturacdo dos linfocitos T. Alteracdes no timo, como mudancas na expressao
de citocinas podem prejudicar o desenvolvimento de células T e comprometer a resposta

imunoldgica, contribuindo para a progressdo da doenca.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

As leishmanioses sdo doencas zoonoticas causadas por parasitas do género Leishmania,
apresentando-se nas formas cutanea, mucocutanea e visceral. A LV € a forma mais grave da
doenca, podendo ser letal se ndo tratada (BANETH et al., 2008; BARBIERI, 2006; DESJEUX,
2001).

A LV esta entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas, com mais de 12
milhdes de pessoas infectadas com uma estimativa de 50.000 a 90.000 novos casos anuais em
todo o mundo, com apenas 25-45% desses casos notificados a organizacdo mundial da saude
(OMS). E endémica em 80 paises, com a maioria dos casos concentrados no Brasil, leste da
Africa e India (WHO, 2024). Nas Américas, é endémica em 13 paises, com uma média anual
de 2.488 casos e uma taxa de letalidade de cerca de 8% entre 2001 e 2021, considerada a mais
alta em comparagdo com outros continentes (PAHO, 2024).

As espécies L. donovani e L. infantum/chagasi sdo as principais causadoras da LV
(Mulla; Osman Hussien; Mohamed Elhusseini, 2016), sua transmisséo envolve um ciclo
complexo entre humanos, animais e flebotomineos, podendo ocorrer de forma antroponética

(humano para humano) ou zoonotica (animal para humano) (ZIJLSTRA, 2016).
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Na transmissdo zoonotica, os cées sdo o principal reservatorio domeéstico, sendo que,
cées infectados aumentam o risco da doenga em humanos, tornando o controle da infecgdo em
populagdes caninas essencial para 0 manejo da doenca em regides endémicas (BANETH et al.,
2008; STANLEY; ENGWERDA, 2007).

O vetor, especialmente Lutzomyia longipalpis, € o principal responsavel pela
transmissao do parasita entre hospedeiros. Fémeas de flebotomineos picam o hospedeiro para
2se alimentar de sangue, inoculando a forma promastigota infectante do parasita na pele. Essas
promastigotas sdo rapidamente fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitico,
como macrofagos e ceélulas dendriticas. Dentro dos macrofagos, as promastigotas se
transformam em amastigotas, que sdo adaptadas ao ambiente &cido dos fagolisossomos. As
amastigotas se multiplicam por diviséo binaria, causando a ruptura dos macro6fagos e liberando
novos parasitas nos tecidos adjacentes. As amastigotas liberadas infectam outros macréfagos e
podem se disseminar pela corrente sanguinea, atingindo o6rgdos do sistema mononuclear
fagocitico, como baco, figado e medula éssea (BANETH et al., 2008; MURRAY et al., 2005)
e levando aos principais sintomas da Leishmaniose Visceral, como febre prolongada,

pancitopenia, hipergamaglobulinemia e esplenomegalia (SINGH et al., 2014).

2.1.1 Resposta Imune e Leishmaniose Visceral

A resposta imune a LV é complexa e determinante na progressao doenca, o que explica
porque alguns individuos infectados nunca desenvolvem doenca clinica e outros progridem para
manifestacdes graves. A capacidade do sistema imune de controlar a infec¢do é resultado do
equilibrio entre as respostas protetoras e patogénicas, sendo este influenciado pela interacao
entre diversos tipos de células do sistema imunoldgico e as citocinas que elas secretam
(KUMAR; NYLEN, 2012).

Os neutrofilos estdo entre as primeiras células a responder a infec¢do, sendo recrutados
em grande namero para o local com objetivo de combater a infeccdo utilizando-se de atividades
antiparasitarios tais como a fagocitose, formacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos
(NETS), liberacdo de espécies reativas (RNS e ROS) e compostos toxicos derivados de granulos
no ambiente local ou no fagossomo. E através desta interacdo com os parasitas modulam
respostas imunes inatas e adaptativas subsequentes (KUPANI et al., 2021), secretando citocinas
pro-inflamatorias tais como IL-12, IFN-y, TNF-a e(Ribeiro-Gomes et al., 2004. 2007) e/ou
imunossupressoras de células T, tais como IL-10 e TGF- (KUPANI et al., 2021; SHARMA et
al., 2017; YANG; UNANUE, 2013).
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Os monacitos/macréfagos sao um dos principais tipos de células recrutadas para o local
da picada e o principal local de replicacdo do parasita na fase aguda da infeccdo (BOGDAN,
2020; GOUNDRY et al., 2018). A polarizacao dos macrofagos pode determinar o resultado da
doenca e esta polarizacdo depende da interacdo dos macr6fagos com moléculas de superficie
nos parasitas de Leishmania (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2020).

Os receptores inatos Toll-like (TLRs) ativam a producéo de citocinas pro-inflamatorias
e moléculas coestimuladoras em resposta a infeccdo por Leishmania (BECKER et al., 2003;
CARRADA et al., 2007). Contudo, as moléculas coestimuladoras da familia B7-CD28 que
regulam a ativacao das células T tem sua expressao reduzida em macrofagos infectados por
Leishmania levando a falha na apresentacdo de antigenos e prejudicando a proliferacdo das
células T (PINELLI et al., 1994).

Embora o espectro fenotipico dos macrofagos seja dindmico, em geral macréfagos M1
tem espectro pro-inflamatério e expressam ROS, NO, iNOS, NOX-1, IL-12, IL-1B ¢ TNF-a
com consequente efeito protetor durante a leishmaniose enquanto os M2 tem espectro anti-
inflamatorio (arginase-1, IL-10, TGF-B, CD206 ¢ CD163) contribuindo para susceptibilidade
(KUMAR et al., 2018; VOLPEDO et al., 2021).

A resposta adaptativa esta envolvida tanto na protecdo quanto na susceptibilidade a LV.
Embora a polarizagcdo das respostas Thl e Th2 tenham papel determinante na apresentacéo
clinica, durante a doenca ocorrem interagdes complexas entre componentes imunolégicos, tais
como a resposta Th17, células T reguladoras (Treg), citocinas e quimiocinas (KUMAR et al.,
2017).

A resposta Th1 (celular) é essencial para o controle do parasita e a resolucao da doenca.
E caracterizada pela producéo de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12, e proliferagdo de
linfocitos T CD4+ e CD8+ (GOTO; LINDOSO, 2004; KUMAR et al., 2017 NYLEN:
GAUTAM, 2010; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2005). Ja a resposta Th2 (humoral)
caracteriza-se pela predominancia de citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-f leva a supressdo da
resposta Thl, multiplicacdo descontrolada do parasita e ocorréncia de lesdes sistémicas, com
proliferacdo de linfocitos B, plasmocitose, hipergamaglobulinemia e formacdo de
imunocomplexos (BARBIERI, 2006; NYLEN; GAUTAM, 2010; PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2005; ZIJLSTRA, 2016).

No entanto, a doenca clinica tem ocorrido em humanos e em hamsters apesar de
evidencias de ativacdo da reposta Thl como a expressdao aumentada de mRNA de citocinas

como IFN-y, TNF-a e IL-12, sugerindo que ndo carecem de uma resposta Th1l protetora, mas
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que este mecanismo € suprimido por mecanismos regulatorios que impedem o controle do
crescimento do parasita (KUMAR; NYLEN, 2012; MELBY et al., 2001).

A 1L-10 estd envolvida em diversos defeitos imunolégicos associados LV, como a
modulacdo dos macrofagos hospedeiros para favorecer a sobrevivéncia e o crescimento do
parasita, tornando-0s ndo responsivos aos sinais de ativacdo e inibindo a morte de amastigotas,
por meio da regulagdo negativa da produgdo de TNFa e NO (NYLEN et al., 2007; NYLEN;
GAUTAM, 2010). Além disso, promove a sobrevivéncia das células B, a proliferacdo de células
plasmaticas e a mudanca do is6tipo de IgG para 1gG1l e IgG3 levando a altos titulos de
anticorpos e a formacao de complexos imunes e consequente declinio progressivo do estado
imunoldgico do hospedeiro (CALDAS et al., 2005).

O papel da resposta Th17 ainda permanece controverso. Neutr6filos de individuos
saudaveis expostos a Leishmania induzem fortemente IL-17 e IL-22 levando ao recrutamento
de células Thi, além disso, promovem o reparo do tecido fortalecendo as barreiras epiteliais e
contribuindo assim para a imunovigilancia, desempenhado um possivel papel complementar a
resposta Th1 na protecdo contraa LV (PITTA et al., 2009). No entanto, a IL-21, outra citocina
caracteristica da Th17, foi identificada como parte de um mecanismo de controle de feedback
que promove a expansdo de células T produtoras de IL-10, contribuindo para a supressdo da
resposta Thl (ANSARI et al., 2011) .

Os linfécitos Treg foram implicados na susceptibilidade a LV através da supressdo da
resposta Thl pela IL-10 (ANDERSON et al., 2005). Contudo, um estudo mais recente relatou
pouca contribui¢do das Treg na supressdo da imunidade antiparasitaria durante a LV e ainda
que células T CD4+ convencionais e células dendriticas foram as fontes celulares mais
importantes de IL-10. Além disso, as Tregs atuaram no retardo do desenvolvimento da
patologia esplénica e restri¢do da expansdo de leucdcitos de forma independe da IL-10 (BUNN
etal., 2018) .

2.2 TIMO

O timo é um o¢rgéo linfoide primario com papel essencial no desenvolvimento e
maturagdo dos linfocitos T (THAPA; FARBER, 2019). Nos mamiferos é composto por dois
lobos circundados por uma capsula de tecido conectivo de onde se originam septos que
penetram o parénquima formando varios lobulos. Cada I6bulo timico possui trés regides
distintas, cortex, medula e regido corticomedular. O cortex € densamente povoado com células
T em desenvolvimento e células epiteliais associadas, enquanto a medula contém células T em

estagio maturacdo mais avangado e uma propor¢do maior de tipos de células epiteliais
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(PEARSE, 20063, 2006b). A regido medular do timo é rodeada pelo cortex, e na transicéo entre
estas é denominada regido corticomedular (DUIJVESTIIN; HOEFSMIT, 1981).

O parénquima do timo é composto de linfdcitos e células ndo linfocitarias. Entre as
células nédo linfocitarias estao fibroblastos, células endoteliais, macrdéfagos, células dendriticas
e células epiteliais timica (TECs). As TECs representam o principal componente celular do
microambiente timico, e consistem em dois subconjuntos principais: células epiteliais timicas
corticais e medulares (CTEC e mTEC respectivamente) (MILICEVIC; MILICEVIC, 2004)
(Figura 1).

Figura 1- Localizacdo anatdmica e histologia do timo.

Fonte: (MARCO, 2020) .
Legenda: A- Localizacdo anatbmica do timo (seta preta) em um hamster. A direita, imagem histolégica mostrando
as regides do cortex, zona cortico-medular e medula, destacando a organizacéo do tecido timico..

2.2.1 Funcéo do timo

O desenvolvimento e maturacdo dos timocitos no timo envolve varias etapas, tais como
diferenciacéo e proliferacdo, rearranjo genético do receptor de células T (TCR), e as selecdes
positiva e negativa (LIND et al., 2001; PEARSE, 2006b; PETRIE, 2002).

Inicialmente, células-tronco hematopoiéticas ou células pré-T originadas na medula
0ssea deixam este sitio e circulam externamente. E aquelas que expressam o ligante 1 da
glicoproteina selecionado pelas plaquetas (P) (PSGL1) entram no timo através de interacdo com
a selectina P nas TECs (LIND et al., 2001; STUTMAN, 1977; TAKAHAMA, 2006).

Apbs adentrarem o timo através da regido cortico-medular, as células pré T agora

denominadas de timocitos, migram em dire¢do ao cortex, retornando posteriormente a regiao
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medular, de onde deixam o timo para a periferia. Esse movimento é guiado por diversas
citocinas e quimiocinas (PESCHON et al., 1994; RADTKE et al., 1999).

Durante o desenvolvimento, os timdcitos passam por trés estagios principais de
maturacao: duplo-negativos (DN), duplo-positivos (DP) e simples-positivos (SP). No primeiro
estagio os timacitos imaturos nao expressam o receptor de células T (TCR) nem as moléculas
CD4 e CD8 e sdo chamados de duplo-negativos (DN). Os DN podem ser divididos em quatro
subestagios: DN-1, DN-2, DN-3 e DN-4 (LIND et al., 2001; MA et al., 1995; NORMENT et
al., 2003).

No subestagio DN1 (CD44+CD25-), os timocitos tém o potencial de se diferenciar em
vérias linhagens, incluindo linfécitos T, linfocitos B e células dendriticas. A medida que
migram pelo cértex, os timécitos DN1 evoluem para o0 estagio DN2 (CD44+CD25+),
acumulando-se na regido subcapsular (IKAWA et al., 1999; LIND et al., 2001; PORRITT et
al., 2004). No estagio DN2, essas celulas ainda tém a capacidade de gerar tanto linhagens T
quanto células dendriticas, e o comprometimento com as linhagens aff e yd € iniciado
(CARPENTER; BOSSELUT, 2010).

Os timdcitos DN3 estdo totalmente comprometidos com a linhagem T, mas ainda podem
se diferenciar em células o/p ou /6, sendo geralmente encontradas no terco externo do cortex
(CARPENTER; BOSSELUT, 2010; LIND et al., 2001).

O pareamento do TCRP com a pré-Ta forma o pré-TCR, que sinaliza os timécitos DN3
para passarem por um processo chamado "sele¢do B". Esse processo envolve eventos como o
comprometimento com a linhagem de células T af}, diferenciacdo continua, proliferagao,
Sobrevivéncia e interrupcao da recombinacgao no locus TCR. Apos a selecdo B, os timocitos
entram no estagio DN4 antes de regular positivamente as moléculas CD4 e CD8, gerando 0s
timécitos "duplo positivos" (DP) (MICHIE; ZUNIGA-PFLUCKER, 2002).

Os DP correspondem ao segundo estagio de diferenciacdo no timo. Essa populacéo de
células expressa simultaneamente os marcadores CD4 e CD8. Ap6s um rearranjo produtivo do
TCRa e pareamento com o TCRP para produzir um afTCR maduro, as células DP sao
submetidas a selecdo positiva e negativa (HOGQUIST et al., 2005).

A selecdo positiva consiste na exposicdo das DP a peptideos proprios apresentados por
moléculas de MHC, e apenas as capazes de responder passam para proxima etapa de maturacao.
Esta etapa garante que células T respondam a antigenos estranhos em conjunto com moléculas
de MHC resultando na diferenciagédo de timécitos T CD4+CD8-TCR alto ou CD4-CD8+TCR
alto simples positivos (SP) (BEVAN; FINK, 1978; KATTMAN et al., 2005; ZINKERNAGEL,
1978).
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A afinidade entre TCR e o complexo MHC-I-peptideo ou Il em cTECs determina o
destino dos timdcitos em desenvolvimento. A interacdo com MHC | leva a diferenciacdo em
precursores de células T citotdxicas/supressoras CD8+, enquanto o envolvimento com MHC 11
leva a diferenciacdo em precursores de células T auxiliares CD4+ (GRUSBY et al., 1991,
KLEIN et al., 2014; SASAKI et al., 2015). Mais de 90% desses timdcitos serdo eliminados,
pois expressam receptores de células T (TCRs) que ndo mediam a selecdo positiva (KLEIN et
al., 2014).

Ap0s se tornarem simples positivas, as células T passam pela selecdo negativa que
consiste na eliminacéo ou inativacao das que reconhecem peptideos proprios com alta afinidade
(KLEIN et al., 2014). Enquanto a selecdo positiva € restrita ao cortex, o processo de selecdo
negativa ocorre em duas ondas localizadas primeiro no cortex e depois na medula
(STRITESKY etal., 2013).

Timaocitos simples-positivos (SPs) que passam pela selecdo positiva e migram para a
medula sdo submetidos a selecdo negativa através da interacdo com células dendriticas
residentes e migratorias, células epiteliais timicas medulares (MTECSs) e células B (KLEIN et
al., 2014).

Apds passarem por todas estas etapas de maturacao e pelas criteriosas etapas de selecéo,
os linfocitos T funcionais sdo liberados do timo para se juntarem ao grupo de linfocitos
periféricos (Figura 1).

Figura 1. Etapas do desenvolvimento dos timécitos no timo
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Fonte: Adaptada de ANDERSON; JENKINSON, 2001.

Legenda : As células progenitoras hematopoiéticas entram no cortex externo, onde passam pelas fases 4 fases
duplo negativas (DN-1 a DN-4), caracterizadas pela ndo expressdo dos marcadores de superficie CD4 ou CD8.
Apos a transicdo para timécitos duplo positivos (DP), que expressdéo CD4 e CD8, ocorre a sele¢do positiva e
negativa mediada por células epiteliais, dendriticas e macréfagos. Timécitos que sobrevivem ao processo de
selecdo tornam-se células T maduras, simples positivas (SP), expressando CD4+ ou CD8+, e migram para a
periferia.

InteracBes intrincadas entre varios tipos de células (TECs, macrofagos e células
dendriticas), a matriz extracelular e timdcitos e ainda a producdo de polipeptideos soluveis
como quimiocinas e citocinas criam microambientes dindmicos e complexos que coordenam 0s
varios estagios da maturacdo dos timocitos no timo (ANDERSON; JENKINSON, 2001b;
GAMEIRO et al., 2010; GRAY et al., 2005; JENKINSON et al., 2003; MUNOZ; ZAPATA,
2019).

As quimiocinas estdo implicadas na regulacéo da proliferacdo e migracdo de células T
no timo. O eixo biolégico CXCL12-CXCR4 regula o deslocamento dos timécitos da regido

subcapsular para a corticomedular e a entrada de timdcitos positivos Gnicos na regido medular
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(BLEUL; BOEHM, 2000). O CCR9-medeia a quimiotaxia em resposta ao CCL25 e é expresso
em todos os estdgios de diferenciacdo das células T, exceto em timocitos maduros
(CARRAMOLINO et al., 2001). Enquanto o eixo CCL19/CCR7 atuam na emigracéo de células
T maduras do timo para os orgdos linfoides periféricos (MENDES-DA-CRUZ et al., 2004).

2.2.2 Citocinas no timo

As citocinas produzidas no timo sdo semelhantes as do sistema imunolégico periférico
durante a inflamacdo, mas suas funcées no timo podem diferir significativamente das citocinas
periféricas (YARILIN; BELYAKOV, 2005). Externamente ao timo o IFN-y é produzido por
linfocitos T auxiliares Thl, linfocitos CDS8, células B, células NKT e células apresentadoras de
antigenos, como monaocitos, macréfagos e células dendriticas (BOLD; ERNST, 2012;
KAMBAYASHI et al., 2003). Sua producdo € estimulada pelas citocinas 1L-12 e IL-18
enquanto IL-4, IL-10, TGF- B e glicocorticoides a inibem (ALMAWI et al., 1998; TOMINAGA
etal., 2000). O IFN-y regula as respostas imunes inata ¢ adquirida, ativando macrofagos, células
NK e a resposta Thl. Além disso, aumenta a expressao das moléculas de histocompatibilidade
principal (MHC) Classe | e IlI, que ajudam na apresentacdo de antigenos as células
apresentadoras de antigenos (APCs) e na regulacao das funcées das células B (SCHRODER et
al., 2004).

No timo o INF-y atua na adesdo e migra¢ao de timoécitos afetando a expressdo de
proteinas da matriz extracelular (ECM) e a expresséo de receptores de ECM nas TECs. Estudos
com culturas de células estimuladas com IFN-y demostraram que em baixas doses o IFN-y
aumenta a expressdo dos receptores de fibronectina e laminina (VLA-5 e VLA-6) enquanto
doses altas levam ao efeito inverso (LAGROTA-CANDIDO et al., 1996; LANNES-VIEIRA,
et al., 1991). Além disso, 0 IFN-y induz a expressio MHC de classes I e Il nas TECs (PATEL
et al., 1995), afetando as etapas de selecdo positiva e negativa (GRUSBY et al., 1991; KLEIN
etal., 2014; SASAKI et al., 2015).

Uma maior expressdo de IFN-y em estudos com camundongos transgénicos levou a
aumento no numero de timocitos SP e redugdo proporcional de DPs, reforgando seu papel na
migracao e selecdo negativa e positiva dos timécitos (YOUNG et al., 1997).

IL-12 € produzida no timo por células estromais timicas e esta envolvida na proliferacdo
de timacitos, especialmente nas populacdes SP (CD3+CD4-CD8+ e CD3+CD4+CD8-), DP
(CD3+CD4+CD8+) e triplo negativos (CD3-CD4-CD8-) (GODFREY etal., 1994). A secrecdo
de IL-12 é necesséria para a apoptose de timdcitos induzida por antigenos, ou seja, para selecdo

negativa. Em camundongos transgénicos OVA-TCR neonatais a sintese IL-12 intratimica
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aumenta durante a selecdo negativa induzida por peptideo OVA. Essa selecdo negativa ocorreu
no estagio afTCR™ CD4l- CD8 e foi prevenida pela coadministracdo de anti-IL-12. Esses
camundongos apresentaram deplecdo de timocitos dependente de IL-12 e em decorréncia de
apoptose intratimica, também prevenido pela administracdo de anti-IL-12. Além disso,
camundongos IL-12 p40—/— apresentaram selecdo negativa aberrante de timécitos CD4*CD8*
duplos positivos quando injetados com mAb anti-CD3 (LUDVIKSSON et al., 1999).

A combinacdo IL-12 e IL-18 gera mudancas fenotipicas e funcionais em timdcitos,
afetando a migracdo, diferenciacdo e morte celular de células T imaturas (LUDVIKSSON et
al., 1999; RODRIGUEZ-GALAN et al., 2005). Timécitos estimulados in vitro com 1L-12 e IL-
18 produzem grandes quantidades de IFN-y, induzem a expressdo génica de CCR5 ¢ apoptose
significativa de timdcitos e ainda a expressao de MHC em células epiteliais timicas corticais e
medulares de uma maneira dependente de IFN-y (RODRIGUEZ-GALAN et al., 2005).

No timo o TGF-f é expresso principalmente pelas TECs subcapsulares e corticais. E a
interacdo entre as TECs inibitorias expressando TGF-B regula a taxa na qual as células
precursoras DN (CD4-CD8-) podem progredir pelo ciclo celular para estagio DP (CD4+CD8+)
(TAKAHAMA et al., 1994).A auséncia da sinalizacdo do TGF-f nos timocitos afeta a sele¢do
negativa, permitindo que timocitos altamente autorreativos escapem da selecdo negativa
cortical e progridam para a proxima etapa de maturagdo onde adquirem um fendtipo semelhante
ao Thl e acumulam-se aberrantemente na juncao cdrtico-medular e, subsequentemente, ndo
conseguem sustentar a expressdo de AIRE na medula, escapando da selecdo negativa medular
e sdo liberados para a periferia onde induzem multiplas lesdes autoimunes de O6rgaos
(MCCARRON et al., 2019). Além disso a sinalizacdo de TGF-B ¢é necessaria para indugdo da
expressdo do gene Foxp3 e comprometimento da linhagem de células Treg. As céulas Treg
atuam mantendo sob controle as células T autorreativas que escapam da selecdo negativa
(FEUERER et al., 2009; LIU et al., 2008; SHEVACH et al., 2008).

Assim como o TGF-p, a IL-2 atua no desenvolvimento e manutencédo de células Treg
no timo. Embora linfécitos Treg também sejam gerados extratimicamente a partir de células T
convencionais, a maioria deles tem origem no timo (CHEN et al., 2003; LEE et al., 2011). A
IL-2 é essencial para a formacdo de um compartimento funcional de células T reguladoras
(Treg) periféricas, prevenindo a autoimunidade por seu papel no desenvolvimento timico e na
expansdo periférica dessas células (BAYER et al., 2005). Estudos com camundongos
deficientes em IL-2RB demonstraram a expressdo transgénica timica de IL-2Rp selvagem
restaura um compartimento normal de Tregs e previne a autoimunidade letal (BAYER et al.,
2007; MALEK et al., 2000; MALEK; BAYER, 2004).
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O fator de transcricdo FOXP3 é fundamental para o desenvolvimento, funcdo e
estabilidade das Tregs (DEVAUD et al., 2014)., sendo que a IL-2 regula diretamente FOXP3 e
CD25 via ativagdo de STATS5, que se liga ao promotor de foxp3 para promover sua expressao.
Este papel foi demostrado em estudos com camundongos IL-2RB—/—, onde a expressao ectopica
de foxp3 em células T CD4+ resgata o desenvolvimento de Tregs e previne a autoimunidade
(BURCHILL et al., 2007; MALEK et al., 2008). Os linfocitos Treg sdo, em sua maioria,
derivados do timo, mas também podem ser gerados extratimicamente a partir de células T
convencionais em condigdes especificas (CHEN et al., 2003; LEE et al., 2011).

A IL-4 e IL-10 embora ndo tenham demonstrado um papel importante na funcao timica
normal, foram relacionadas a eventos de involucao e/ou atrofia timica. Um estudo de cultura de
Orgdos timicos fetais com células Th2 demonstrou que estas desempenham um papel
fundamental na inibicdo do desenvolvimento de timdcitos embrionarios, e a IL-4, a principal
citocina secretada por células Th2, foi sugerida como o fator-chave desta inibicdo. (SHEN et
al., 2018). Enquanto a superexpresséo de IL-10 em camundongos transgénicos levou a uma
rapida aplasia timica pos-nascimento em decorréncia de bloqueio no estagio de células pré-T
(ROULEAU et al., 1999).

2.2.3 AlteragGes no timo durante a leishmaniose visceral

A resposta imune a leishmaniose visceral (LV) é dindmica e pode variar entre diferentes
tecidos. A infeccdo do timo por Leishmania, assim como as alteragdes timicas decorrentes,
foram relatadas em varias espécies, incluindo humanos, cdes, camundongos e hamsters
(CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; JUSSIANI et al., 2022; LOSADA-BARRAGAN et al.,
2017, 2019; MARCO et al., 2023; TEIXEIRA et al., 2020a).

A presenga de Leishmania spp. foi descrita no timo acompanhada de atrofia timica, com
perda da demarcacdo corticomedular e reducdo de linfocitos corticais em humanos com
Leishmaniose congénita (ELTOUM et al., 1992).

Em cées, 0 DNA de Leishmania spp. foi detectado no timo, assim como a presenca de
amastigotas por meio de marcagdo imuno-histoquimica (JUSSIANI et al., 2022; TEIXEIRA et
al., 2020b). Estes cdes apresentaram atrofia timica, caracterizada pela diminuicdo do
parénquima, infiltracdo de tecido adiposo e conjuntivo proximo a capsula e entre os lobulos,
rarefacdo linfoide e perda da demarcacdo cdrtico-medular; e ainda timite granulomatosa ou
piogranulomatosa (SILVA et al., 2020). Também foi observada a diminui¢cdo do nimero de
linfécitos T CD3" e macrdfagos, bem como um aumento de linfécitos B (CD79a") (JUSSIANI
etal., 2022; SILVA et al., 2020).
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Em camundongos infectados com L. Donovani amastigotas intracelulares foram
observadas na regido medular do timo em sec¢des coradas com Giemsa, e 0 seu DNA detectado
por gPCR (DOMINGUEZ-ASENJO et al., 2021).

A presenca de Leishmania no timo de camundongos foi descrita em infeccdes por L.
infantum por meio de imunomarcagio (LOSADA-BARRAGAN et al., 2017). Além disso,
observou-se um aumento no peso do timo e no ndmero total de células em decorréncia da
infeccdo. Nos camundongos infectados e desnutridos, houve um aumento relativo de células
TCD4" e uma reducdo nas células DPs, além de uma diminuicdo na expressao de mRNA de IL-
10 e IL-12. Em contraste, em camundongos infectados e bem nutridos, 0o mMRNA de IL-12 no
timo apresentou aumento da expressdao, assim como da quantidade de proteina de IL-12
secretada. Adicionalmente, os niveis de I1L-10 estavam elevados em camundongos desnutridos
e infectados, enquanto os niveis do fator estimulante de col6nias de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF) foram significativamente maiores nos animais infectados (CUERVO-ESCOBAR et
al., 2014; LOSADA-BARRAGAN et al., 2017, 2019).

Em hamsters infectados com L. infantum, a presenca de amastigotas no timo foi
observada em cortes histoldgicos (BINHAZIM et al., 1993) e com auxilio de imuno-
histoquimica (MARCO et al., 2023). Nesses animais ndo foi observado atrofia timica como
descrito em cées (JUSSIANI et al., 2022; SILVA et al., 2020). Contudo, a infecgdo por LV
alterou a populacdo de linfécitos T e B, resultando em um aumento de linfocitos T CD3+ e na
presenca de linfécitos T imaturos na regido medular apds 15 dias de infeccdo, além de uma
reducdo de linfocitos B apo6s 120 dias de infeccdo (MARCO et al., 2023).

2.3 MODELO EXPERIMENTAL

O hamster apresenta alta suscetibilidade a infec¢des por diferentes cepas de Leishmania
sp., 0 que resulta em carga parasitaria visceral progressiva, esplenomegalia, disfuncdo da
medula Gssea e caquexia caracteristicas semelhantes as observadas na doen¢as humana e canina
(MELBY et al., 2001; REQUENA et al., 2000).

A infeccdo do hamster sirio (Mesocricetus auratus) com Leishmania donovani gerou
caracteristicas clinicas e patolégicas similares as da LV humana. No hamster, o parasita se
replicou de forma descontrolada no figado, baco e medula 6ssea, mesmo diante de uma forte
resposta de citocinas do tipo Thl (IL-2, IFN-y ¢ TNF/linfotoxina), sugerindo uma falha na
fungéo efetora dos macrofagos (MELBY et al., 2001). Assim como 0s humanos, os hamsters
tém uma producdo limitada de 6xido nitrico (NO). Em hamsters infectados por L. donovani, a

expressdo do mRNA da 6xido nitrico sintase (NOS) 2, responsavel pela codificacdo da iNOS
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em resposta ao IFNy, ndo ¢ regulada positivamente. Esse fendmeno foi atribuido & menor
atividade do promotor NOS2 nos hamsters, em comparacdo com os camundongos (PEREZ et
al., 2006).

Embora os camundongos sejam frequentemente utilizados em estudos experimentais
sobre a LV, eles podem ndo reproduzir as caracteristicas da LV humana ativa, variando
conforme a linhagem do camundongo, a via de inoculagdo e a carga de infeccdo experimental.
Além disso, mesmo os camundongos BALB/c, que possuem a supressdo do gene Sicllal,
permitindo o aumento inicial da carga parasitaria no figado, desenvolvem posteriormente
mecanismos imunes adquiridos que controlam a carga parasitaria no baco (ENGWERDA et al.,
2004; NIETO et al., 2011; PACIELLO et al., 2010).

Portanto o hamster sirio é considerado um excelente modelo experimental para o estudo

das caracteristicas patoldgicas da LV ativa.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

As amostras de tecido de hamsters sirios (Mesocricetus auratus) usadas neste estudo
foram fornecidas pela Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP). Os
hamsters eram todos machos, com idade entre seis e oito semanas e pesavam de 50 a 80 g.
Durante o experimento, os animais foram mantidos em gaiolas com temperatura constante e em
um ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados com ra¢do comercial e 4gua até a eutanasia no
Biotério do Instituto de Medicina Tropical da faculdade de medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (FMUSP).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Quinze hamsters foram inoculados intraperitonealmente com 107 promastigotas de
L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) em fase de crescimento estacionaria mantida por um
méaximo de quatro passagens em meio de cultura Schneider suplementado com 10% de soro
bovino fetal. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos de cinco animais, que
foram eutanasiados em diferentes momentos pos-infeccdo: 15 (I-15), 60 (1-60) e 120 (1-120)
dias pds-infeccdo (DPIs). Os grupos de controle consistiram em 15 animais saudaveis, divididos
em 3 grupos pareados por idade com os grupos infectados eutanasiados em 15 (C-15), 60 (C-
60) e 120 (C-120) dias.
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3.3 ETICA

Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo foram submetidos a avaliagéo
das Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUA da FOA, UNESP, Aracatuba/SP, n° 0213-
2021, e FMUSP-S&o Paulo/SP, n° 172/14.

3.4 COLHEITA DO MATERIAL
A eutanésia foi realizada com dose letal de tiopental sodico (120mg/kg) (CONCEA,
2013), seguido de necropsia para coleta do timo, baco e figado dos animais. Uma porcéo do

timo foi congelada a -80°C até 0 momento do processamento para extracdo do RNA total.

3.5 COMPROVACAO DA INFECCAO

A infeccdo sistémica foi confirmada pela deteccdo de amastigotas no figado e no baco
pela técnica de imuno-histoquimica em um estudo anterior (Marco et al., 2023). Amastigotas
foram detectados no bago de 15/15 (100%) e no figado em 14/15 (93,3%) dos hamsters
infectados experimentalmente e calculada a densidade parasitaria (amastigotas/um?) (Tabela
3). No timo, amastigotas de Leishmania spp. imunocoradas foram identificadas em 9/15 dos

hamsters infectados experimentalmente.

Tabela 3 - Densidade parasitaria em figado e baco de hamsters infectados por Leishmania
infantum.

Grupo
Orgdo I-15 1-60 1-120
Média+DP Média+DP Média+DP

Figado  8x10°+9x10°® 2,9x105+3,4x10°° 1,38x10#+2,51x10*

Baco 1x10°+5x10°¢ 9,4x105+1,11x10* 9,5x10%+1,188x1073

Fonte: (MARCO, 2020) .

Legenda : Densidade parasitaria média + desvio padréo (DP) nos drgdos figado e baco de hamsters infectados
por L. infantum, calculada pela contagem de amastigotas marcadas por imuno-histoquimica (amastigotas/pm3).
Os valores sdo apresentados para diferentes grupos de infecgdo: 1-15 (15 dias), 1-60 (60 dias) e 1-120 (120 dias).

3.6 AVALIAGCAO DA EXPRESSAO GENICA DE CITOCINAS

A extracdo do RNA do timo foi realizada com Kit comercial RNeasy® Lipid Tissue
Mini Kit (QIAGEN®), de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentragdo do RNA
extraido (ng/uL) e o grau de pureza (coeficiente Aozsonm/Azeonm) foi avaliado em
espectrofotdmetro (NanoDrop Technologies ND 1000 UV/VIS, EUA), utilizando as amostras
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com valoresentre 1,9 e 2,1. O cDNA foi produzido utilizando o kit comercial Kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems®) conforme recomendacdes do fabricante,
utilizando 1000ng de RNA para amostras e 2000ng para confec¢do da curva padrdo em um
volume final de 20 pL.

O gRT-PCR (real-time reverse transcription-polymerase chain reactions) foi realizado
utilizando 5x HOT FIREPol® Evagreen® gPCR Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Estonia)
seguindo protocolo do fabricante. Os valores de eficiéncia de reagdo, os coeficientes de
correlacéo (r?) e Slope foram obtidos a partir de amplificagdo de no minimo trés diluicdes em
série de um pool cDNA. A expressao de cada gene foi analisada pelo método de quantificacdo
relativa com correcdo de eficiéncia descrito por Pfaffl (2004) utilizando a média geométrica da
expressdo génica dos genes de referéncia HPRT-1 e GAPDH e foram representadas pela

expressao génica relativa (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de eficiéncia, coeficientes de correlagdo (r2) e Slope da curva padréo a partir
de no minimo 3 dilui¢bes de cDNA.

Gene Eficiéncia r2 Slope

GAPDH 99 0,948 -3,342
HPRT 108 0,976 -3,151
IL-12 110 0,998 -3,106
IL-10 96 0,989 -3,435
TGF-p 100 1,000 -3.329
IFN-y 97 0,995 -3,405
IL-2 83 0,984 -3,823
IL4 92 0,998 -3,521

Fonte: elaborada pelo autor.

Os primers especificos para analise de citocinas e dos genes de referéncia dos
hamsters foram utilizados conforme citado por (GUPTA et al., 2012; MELBY et al., 1998;
RIBEIRO-ROMAO et al., 2014) para interleucinas (IL) de hamster IL-12, IL-10, TGF-B e
IFN-y (Tabela 2).

Tabela 2- Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores senso, antisenso utilizados nas RTgPCRs.
Citocina Forward Reverse Citacdo

HPRT-1 GATAGATCCACTCCCATAACTG TACCTTCAACAATCAAGACATTC (G”%alg; el
GAPDH  GTGGAGCCAAGAGGGTCATC ~ GGTTCACACCCATCACAAACAT (Ré?g'lro'zzggao
(Gupta et al.,

IL-12 TATGTTGTAGAGGTGGACTG TTGTGGCAGGTGTATTGG 2012)
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IL-10  TGCCAAACCTTATCAGAAATG  AGTTATCCTTCACCTGTTCC (G”ggi ;; al,
IFG-y  GCTTAGATGTCGTGAATGG GCTGCTGTTGAAGAAGTTAG (G”%alg al,
TGF-p  ACGGAGAAGAACTGCTGTG GGTTGTGTTGGTTGTAGAGG (Gugéal ;; al,
IL2  ATGTACAGCAKGCAGCTCGC TGTTGAGATGRYRCTTTGAC ~ (M Eligs;%;t al,
IL4 GCCATCCTGCTCTGCCTTC TCCGTGGAGTTCTTCCTTGC G”pztg 18; al.

Fonte: elaborada pelo autor.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre os grupos infectados e seus controles pareados foram analisadas
pelo teste de Mann-Whitney, com dados expressos como mediana e intervalo interquartil.
Valores de P<0,05 foram considerados significativos. A anélise estatistica multivariada (analise
de componentes principais) foi realizada para comparar a expressao de citocinas e carga
parasitaria no figado e baco. Todas as analises estatisticas foram feitas com o software Prism
(GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

4 RESULTADOS

A expressdo génica de citocinas no timo de hamsters foi avaliada por RT-gPCR em
diferentes tempos pds-infeccdo experimental com L. infantum. Utilizou-se 30 hamsters, metade
infectados experimentalmente, divididos em trés grupos de cinco animais e eutanasiados aos
15, 60 e 120 dias pos-infeccdo (DPI). Os demais hamster, foram distribuidos em trés grupos
controles, pareados com os infectados por idade, compostos por cinco hamsters saudaveis,
eutanasiados nos mesmos tempos.

A expressdo génica relativa de IFN-y aumenta gradualmente ao longo do tempo da
infeccdo (Tabela 4; Figura 2), sendo observada aos 60 DPI e sendo significativa apenas aos 120
DPI (1-120) em comparagdo com o controle C-120 (p=0,0134) (Figura 3). Apesar da expressao
do gene para IL-12 estar mais proeminente nos grupos infectados aos 15 e 60 DPI que nos
controles pareados e reduzida aos 120 DPI, estas diferencas ndo foram significativas (Tabela 4;

Figura 3).

Tabela 4- Expressédo génica relativa de INF-y, 1L-12, IL-2, TGF-B, IL4 e IL-10 no timo dos
hamster infectados e ndo infectados.
Controle | Infectado
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Citocina| Tempo Mediana (Quartis 25 e Mediana (Quartis 25 e
75%) 75%)
IFN-y 15 0,8607 (0,717-1,692) 1,465 (0,425-1,545)
60 1,109  (0,7394=-1,291) 2,522 (1,212-3,053)
120 2,522 (1,212-3,053) 3,755 (2,191-5,689) **

IL-12 15 0,6974 (0,3977-3,016) 2,844 (1,721-7,095)
60 1,394 (0,3763-2,522) 3,880 (2,662-14,620)
120 1,784 (0,2391-4,128) 0,663 (0,452-1,317)
IL-2 15 0,937 (0,856-1,209) 0,760 (0,215-19,71)
60 1,229 (0,457-2,036) 1,469 (0,384-2,058)

120 1,122 (0,6515-1,518) 1,101 (0,6295-1,696)

TGF-B 15 0,970 (0,745-1,380) 0,800 (0,600-1,160)
60 0,890 (0,795-1,365) 1,520 (1,095-1,865)

120 0,850 (0,785-1,395) 0,960 (0,715-1,365)

IL-4 15 0,760 (0,680-1,710) 0,880 (0,665-3,825)
60 0,990 (0,790-1,320) 1,760 (1,200-5,360)

120 1,330 (0,525-1,670) 0,990 (0,865-2,685)

IL-10 15 0,820 (0,720-1,595) 0,970 (0,620-6,525)
60 1,050 (0,700-1,410) 1,180 (0,755-3,060)

120 1,060 (0,845-1,190) 1,850 (1,360-3,440)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Valores medianos (quartis 25% e 75%) da expressdo relativa de citocinas (IFN-y, IL-12, IL-2, TGF-B,
IL-4 e IL-10) em hamsters controles e infectados por Leishmania infantum nos tempos de 15, 60 e 120 dias pés-
infeccdo. Diferencas estatisticamente significativas entre grupos no teste Mann Whitney séo indicadas (**p <
0,05).

Figura 3- Expressao génica relativa de IFN-y no timo de hamsters com leishmaniose visceral.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Legenda: Expresséo relativa do gene IFN-y em hamsters infectados () e controles (C) nos tempos de 15, 60 e 120
dias pds-infecgdo (DPI). Os resultados sdo apresentados como razéo entre a média de expressdo do gene-alvo e a
média geométrica dos genes de referéncia GAPDH e HPRT-1. Cada ponto representa um animal, e as barras
indicam a mediana e os quartis 25% e 75%. Diferencas estatisticamente significativas sdo indicadas (p = 0,0079,
teste de Mann-Whitney). Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4- Expressdo génica relativa de INF-y, IL-12, IL-2, TGF-B, IL4 ¢ IL-10 ao longo do
tempo de infecgédo, no timo dos hamster infectados e ndo infectados.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Legenda: Expresséo relativa das citocinas em hamsters infectados (1) e controles (C) nos tempos de 15, 60 e 120
dias pds-infecgdo (DPI). Os resultados sdo apresentados como razéo entre a média de expressdo do gene-alvo e a
média geométrica dos genes de referéncia GAPDH e HPRT-1. Cada linha colorida representa uma citocina, e cada
ponto indica a mediana do grupo. A- Grupo controle. B- Grupo infectado. Fonte: elaborado pelo autor.
**p=0,0079- Mann Whitney.

N&o houve diferenca na expressao génica relativa das demais citocinas, I1L-2, TGF-p,
IL4 e IL-10 (Tabela 4; Figura 4). Contudo, a expressdo IL-4 e IL-10 foi mais proeminente nos
infectados em comparacao aos controles, em todos os tempos, principalmente aos 120 DPI e
TGF-p estava levemente mais expresso nos hamster infectados aos 120 DPI.

Na analise dos componentes principais hd uma separacdo parcial entre 0s grupos
infectado e controle dados principalmente por PC1. A combinagdo de PC1 e PC2 explicam
71,72% da variabilidade das amostras, sendo que 0 IFN-y e a carga parasitaria do bago foram

0s principais fatores que levaram a variabilidade (Figura 5).

Figura 5- Figura 4. Analise de componentes principais (PCA) da expressao génica relativa de
INF-y, IL-12, IL-2, TGF-B, IL4 e IL-10 ao longo do tempo de infeccdo, 15, 60 e 120 dias, no
timo dos hamster infectados e ndo infectados.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: A- (Loadings)- Mostra as cargas dos componentes principais (PC1 e PC2) para cada variavel. B- Scores
- Representa as amostras plotadas de acordo com os escores de PC1 e PC2. As amostras sdo codificadas por cores
e rétulos: Pontos azuis: Grupo controle. Pontos vermelhos: Grupo infectado. O tamanho dos pontos reflete o
"Tempo," com pontos pequenos, médios e grandes representando 15, 60 e 120 dias, respectivamente. Uma
separacgéo parcial entre os grupos infectado e controle foi observada, sendo explicada principalmente por PC1 e
PC2, que, em conjunto, correspondem a 71,72% da variabilidade das amostras, com influéncia do IFN-y e da carga
parasitéria do baco.

5  DISCUSSAO

Alteracbes morfologicas, na populacdo de células e na expressdo de citocinas
decorrentes da LV ja foram descritas no timo de camundongos (CUERVO-ESCOBAR et al.,
2014; LOSADA-BARRAGAN et al., 2017, 2019). Estas podem interferir na maturacéo e
desenvolvimento dos linfécitos T, e consequentemente na resposta imune durante o curso da
infeccdo. O desenvolvimento e maturagdo dos linfocitos T no timo é dependente, pelo menos
em parte, da acdo de citocinas. Neste estudo, avaliamos a expressdo génica de citocinas no timo
de hamsters em diferentes tempos poés-infeccdo experimental com L. infantum
(MHOM/BR/1972/BH46).

Hamsters sirios sdo altamente suscetiveis a infeccdo por Leishmania, desenvolvendo
severas alteracGes imunoldgicas e organicas. A expressao proeminente de mMRNAS de citocinas
Th1 como IFN-y e IL-12, bem como Th2, IL-10 e TGF-$ ocorrem dependo do 6rgao avaliado
e a fase da infecgdo, assim como em outras espécies a resposta imune parece ser 0rgao
especifica (MELBY et al., 2001). Este e o primeiro estudo que pesquisa o perfil de citocinas
em timo de hamsters infectados.

A infeccdo por L. infantum levou a variagdo da expressdo genica de citocinas no timo,
e essa variabilidade foi observada principalmente no IFN-y (Figura 5), que teve sua expressao
génica relativa aumentada (p< 0,05) aos 120 DPI (Figura 3 C). YOUNG et al., (1997)
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descreveram uma maior expressao de IFN-y no timo em camundongos transgénicos que
resultou em aumento no nimero de timaécitos SP e reducdo proporcional de DP. Essa alteracéo
na quantidade de timdcitos também foi descrita no timo de camundongos experimentalmente
infectados com L. infantum, possivelmente associada a alteracfes na migracdo dos timdcitos
que resultam em maturacdo acelerada (CUERVO-ESCOBAR et al., 2014; LOSADA-
BARRAGAN et al., 2017).

O aumento de linfdcitos SP, no entanto, também pode decorrer de problemas na
emigracdo timica dos linfécitos. Hamsters sirios infectado com L. infantum apresentam reducgéo
de linfécitos no sangue, e os efeitos do INF-y sobre a emigracdo dos timdcitos pode estar
relacionada a esta alteragdo (DORES MOREIRA et al., 2016). Além disso, no estudo de
YOUNG et al., (1997), citado anteriormente, o aumento SP no timo ocorreu paralelamente a
uma reducéo de linfdcitos T no baco.

As alteracGes na maturacdo e emigracdo de linfécitos decorrentes de altas concentragfes
de IFN-y podem ser explicadas pela reducdo da expressao de proteinas da matriz extracelular
(ECM) no timo, tais como fibronectina e laminina e seus receptores, VLA-5 e VLA-6. Proteinas
como fibronectina e laminina tem importante papel nos eventos de adesdo e desprendimento
entre os timdcitos em maturacdo com outras células do microambiente timico (GAMEIRO et
al., 2010; UTSUM I et al., 1991, LAGROTA-CANDIDO et al., 1996; LANNES-VIEIRA, J. et
al., 1991). Portanto, 0 aumento da expressdo genica de IFN-y observado em nosso trabalho pode
resultar em alteracdes na adesdo dos timdcitos as células epiteliais timicas (TECs) e afetar os
processos de maturacdo e emigracdo como sugerido por CUERVO-ESCOBAR et al. (2014) e
LOSADA-BARRAGAN et al. (2017).

A maior expressdo genica do IFN-y também pode influenciar na selecéo de linfécitos.
Esta citocina aumenta a expressdo de MHC, e este esta relacionado as etapas de selecdo negativa
e positivas, que tem a apoptose como mecanismo de eliminacéo das células que ndo atendem
aos requisitos de cada etapa de selecdo (LANNES-VIEIRA, 1991; PATEL et al., 1995). O
aumento de apoptose em resposta ao aumento de INF- y cria espacgo no timo o que pode levar a
reentrada de linfocitos maduros polarizados, como ja descrito em outras infec¢des que ativam
a resposta Thl, tais como infec¢do por Candida albicans e Trypanosoma cruzi (HODGE et al.,
2012). Esse fluxo de linfocitos polarizados pode comprometer sua fung¢do do timo durante a
infeccéo, além de influenciar a polarizacdo de timdcitos em diferenciacdo. Como consequéncia,
os linfécitos podem deixar o timo com um viés Thl ou Th2, impactando a resposta imune
periférica (RODRIGUEZ-GALAN et al., 2005).
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6 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou a complexidade da resposta imune no timo de hamsters sirios
infectados por Leishmania infantum, destacando a interacdo entre a expressdo génica de
citocinas e a maturacdo dos linfocitos T. A resposta Thl foi predominante no timo, com
aumento da expressdo génica de IFN-y o que afeta 0 microambiente timico e pode impactar na
maturacdo dos linfécitos T que sdo liberados, afetando a resposta imune periférica. Estes
resultados contribuem para o entendimento da participacdo do timo na resposta imune da

leishmaniose visceral e abrem possibilidades para pesquisas futuras.
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