COMPROMETIMENTO TIMICO NO DIABETES EXPERIMENTAL.
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Estudos presentes na literatura estabelecem que pacientes portadores de diabetes exibem
maior susceptibilidade as infeccdes (Romano, 2001). Embora este fato possa ser parcialmente
explicado por sua falha em estabelecer uma resposta inflamatéria apropriada, os exatos mecanismos
envolvidos neste processo, ndo se encontram bem esclarecidos. Estudos neste sentido poderdo
auxiliar no melhor entendimento deste fendmeno e favorecer condutas que resultem na melhoria da
qualidade de vida desses individuos.A semelhanca do que ocorre em outros processos patolégicos,
também o diabetes experimental tem favorecido o conhecimento dos fendmenos envolvidos na
patologia humana.

Um modelo comum de indu¢do quimica do diabetes Tipo I, € por introdug@o intravenosa de
aloxana. A droga pode causar efeitos severos nas células § do pancreas, o que pode eventualmente
resultar em necrose. Este modelo produz sinais tipicos do diabetes e complicacdes caracteristicas
envolvendo os olhos, coracio, rins e 6rgdos linféides. O timo, € um 6rgao linféide primério e é para
este orgao que, a partir da medula 6ssea, migram as células precursoras dos linfécitos T. Uma vez
no timo, estas células, sofrem processos complexos de maturagdo que ocorrem em microambientes
distintos, delimitados morfolégica e fenotipicamente no interior do 6érgao. Estes microambientes sdo
compostos por células ndo linféides e a matriz extracelular. As células ndo linféides, compreendem
as células epiteliais, células endoteliais, fibroblastos e macréfagos; estas estdo distribuidas ( ou
ancoradas) na matriz extracelular, uma rede de fibras que da sustentagdo ao 6rgdo (Brito, 2003).

A migragdo das células precursoras de células T (timdcitos), evento crucial para a
maturacdo destas células em células T funcionais, ocorre pela interacdo dos timdcitos com 0s
componentes ndo linféides do timo (Savino, 2003). Assim qualquer desarranjo neste microambiente
resulta em alteragdes da resposta imune. Considerando essa premissa e tendo em vista que pacientes
portadores de diabetes exibem maior incidéncia as infec¢des que a populagdo sadia, no presente
estudo, investigamos possiveis alteracdes na arquitetura timica de animais diabético-induzidos.

Participaram desse estudo camundongos BALB/c, machos, que apds 48 horas da introdugao
de aloxana via endovenosa (60 mg/Kg), apresentaram niveis sanguineos de glicose acima de
200mg/dl. O timo destes animais foram avaliados quanto ao peso e organizagdo histolégica as 6, 24
e 48 horas e aos 7 dias apds a determinagdo do diabetes. Assim, apds pesagem, amostras do tecido
timico foram submetidos aos processos rotineiros para inclusdo em parafina e coloragdo por
hematoxilina-eosina e nitrato de Prata, esta dltima para a visualizacdo das fibras reticulares, que
sdo compostas principalmente de coldgeno do tipo III (Fakoya, 2002). A coloracdo por HE permite
visualizar a delimitacio da medula e do coértex timico e, a coloragdo pela Prata, permite a
visualizagdo das fibras reticulares, pois assumem cor escura quando impregnadas pelas particulas de
metal. Elas sdo usualmente observadas como uma malha delicada de fibras finas, formando uma
extensa rede, normalmente delineando o epitélio e cobrindo a superficie de muitas células. Ficam
bem préximas da lamina basal, formando uma estrutura unica e dando suporte aos componentes
celulares. A disposicdo reticular das fibras € conveniente para prover um espaco para movimento
molecular no fluido extracelular (Ushiki, 2002).

Sob as condi¢des ensaiadas, nossos resultados revelam que, 6 horas apds a determinagdo do
diabetes, portanto, na fase aguda da condi¢@o, os camundongos exibiam acentuada atrofia timica,
verificada pela marcada diminui¢do no peso relativo do 6rgdo. A atrofia timica precoce também &
uma caracteristica bem acentuada nas moléstias infecciosas. Nestas, a atrofia tem sido atribuida a
uma intensa deplecdo de timdcitos corticais, particularmente os de fenétipo CD4+CD8+,
possivelmente por apoptose (Savino, 2006). Também o aumento dos niveis séricos de corticéides
tem sido apontados como promotores da atrofia timica (Durant et al.,1984). No caso de animais



diabéticos, contudo, os estudos realizados nesta drea sugerem que as alteracdes timicas nao seriam
devidas somente a este fendOmeno, mas sim, como resultado da insulino-deficiéncia ou de outras
alteracdes metabdlicas associadas com o diabetes ( Balasubramanian, 1985). De qualquer modo, os
mecanismos precisos responsaveis pela atrofia timica , ndo estdo completamente compreendidos, e
podem variar em diferentes patologias (Savino, 2006). Como a diferenciacio de células T dentro do
timo é uma seqiiéncia de eventos bioldgicos muito complexa, alteracdes em diferentes niveis,
incluindo a proliferagéo celular, diferenciagcdo de expressdo de proteina de membrana, morte celular
programada e migracdo celular, podem contribuir para a atrofia timica verificada em nosso estudo
(Barreto, 2005).

A semelhanca do descrito na literatura, o timo de camundongos sadios apresentam,
histologicamente, 16bulos cujo interior apresenta uma medula palida e, na periferia, cértex rico em
linfécitos. Em camundongos diabéticos, 6 horas apds a instalagdo da condi¢do e concomitante com
a atrofia timica, observamos, histologicamente perda da defini¢do cortico-medular e desorganizacio
de matriz extracelular, com distribuicdo desordenada das fibras reticulares (Figuras 2a e 2b). Em
camundongos sadios, a reticulina apresentou-se concentrada na medula do 6rgado, regido onde ha
maior incidéncia de vasos (Figura 1b). Nos periodos subseqiientes, esse quadro foi se tornando
menos intenso e, aos 7 dias, essas alteragdes ndo foram mais observadas (Figuras 3b e 4b)

Considerando que, em estudo paralelo, verificamos que a aloxana por si s6 ndo exibe a¢ao
direta sobre este 6rgdo, nossos resultados sugerem que, embora ocorram altera¢des timicas quando
da instalacdo do diabetes, estas sdo transitérias e ndo devem ser elencadas entre os fatores
favorecedores da maior freqii€ncia de infecgGes que acometem os pacientes portadores desta
condicao.

Figura 1.Timo de animais controle, observados através de microscopia 6ptica (a) Corte corado com
Hematoxilina-Eosina. Regido de cértex densa, rica em linfécitos e medula pélida. Delimitagdo
cortico-medular bem evidente (10X). (b) Corte corado com Prata. Fibras reticulares, de coloragdo
escura aparecem concentradas em torno dos vasos, principalmente na regido medular.



Figura 2. Timo de animais diabético-induzidos. 6h apés confirmag@o do diabetes. (a) Corte corado
com Hematoxilina-Eosina. A delimitacdo cortico-medular aparece bastante desorganizada. (b)
Corte corado com Prata. Distribuicdo de reticulina por todo o 6rgéo, evidenciando desorganizacio
cortico-medular.

Figura 3. Timo de animais diabético-induzidos. 48h ap6s confirmagdo do diabetes.(a) Corte corado
com Hematoxilina-Eosina. A delimitacdo cortico-medular € menos intensa que no periodo anterior.
(b) Corte corado com Prata. Fibras reticulares distribuidas por todo o 6rgéo.

Figura 4. Timo de animais diabético-induzidos. 7 dias apds confirmagdo do diabetes. (a)Corte
corado com Hematoxilina-Eosina. Delimita¢ao cortico-medular bem evidente. (b) Corte corado
com Prata. Distribui¢fo de reticulina em torno dos vasos, principalmente na regido de medula.
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