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ABSTRACT.- Agreste ER., Bombonato PP. & Hernandez-Blazquez, EJ. 2007. [Morphometric
characteristics of thymus development in dogs.] Caracteristicas morfométricas do
desenvolvimento do timo em caes. Pesquisa Veterindria Brasileira 27(6):236-240. Departamento
de Cirurgia, Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres, Universidade de Sao
Paulo, Avenida Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Sao Paulo, SP 05508-000, Brazil. E-mail:
bombonat@usp.br

The thymus is an organ with great immunological relevance during foetus life and neona-
tal period, It is the predecessor of lymphopoiesis and shows high lymphopoietic activity, be-
ing also the largest lymphoid organ during intrauterine life and at birth. In this study, the
morphological aspects of the prenatal development of dog thymus were described in foetus
of different ages and sexes. Twenty-four foetus of mongrel domestic dogs, males and females,
were divided into four age groups. The thymus presented two lobes linked by a rose-colored
tissue connection that was localized in the cranial mediastinal space. The cranial portion
protrudes slightly beyond the first pair of ribs. The cells that formed the thymus parenchyma
were well organized. Concentric aggregates named Hassal corpuscles were observed, involved
by a thin capsule of connective tissue thickened by adipose tissue. The vessels size gradually
increased with the foetus age, being larger in animals that were closer to birth. The volume

(Vref) and size parameters of female thymus were larger than in males.

INDEX TERMS: Thymus, vascularization, lymphatic system, morphometry, dogs.

RESUMO.- O timo é um 6rgao de grande importancia imunologica
durante a vida fetal e o periodo neonatal. Ele é o precursor da
linfopoiese e apresenta alta atividade linfopoiética, sendo tam-
bém o maior 6rgao linféide durante a vida intrauterina e até o
nascimento. Neste estudo, os aspectoso morfologicos do desen-
volvimento prenatal de timos de caes foram descritos em fetos
de diferentes idades e sexos. Vinte e quatro fetos de caes domés-
ticos, sem raca definida, machos e fémeas, foram divididos em 4
grupos etarios. O timo apresentou-se composto por dois lobos
unidos por um tecido de conexao, com coloragao rosea, locali-
zados no espaco mediastinal cranial. A por¢ao cranial estendeu-
se pouco além do primeiro par de costelas. As células que forma-
vam o parénquima do timo estavam bem organizadas. Agrega-

! Recebido em 31 de marco de 2007.

Aceito para publicacao em 8 de junho de 2007.

2 p6s-Graduanda do Departamento de Cirurgia, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo (USP), Av. Prof.
Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Cidade Universitaria, Sao Paulo, SP 05508-
000, Brasil.

3 Departamento de Cirurgia ,
bombonat@usp.br

FMVZ-USP. Autor para correspondéncia:

236

dos concéntricos chamados Corptisculos de Hassal foram obser-
vados, envolvidos por uma delgada capsula de tecido conjuntivo
que é espessada por tecido adiposo. O tamanho dos vasos au-
mentou gradativamente com a idade dos fetos, sendo maior nos
animais proximos ao nascimento. Os timos das fémeas apresen-
taram maior volume (Vref) e dimensoes de tamanho que nos
machos.

TERMOS DE INDEXACAO: Timo, vascularizagio, sistema linfatico,
morfometria, caes.

INTRODUCAO

Diante dos constantes avangos da ciéncia na area da imuno-
logia e da indubitavel importancia que esta area vem adqui-
rindo atualmente, faz-se cada vez mais necessario o empre-
endimento de estudos que visem conhecer aspectos diversos
concernentes ao sistema imunitario, buscando a elucidacao
de doengas e seus tratamentos, tendo como principal enfoque
os estudos relativos aos diferentes mecanismos de aquisicao
de defesas organicas, particularmente aquelas decorrentes dos
esquemas de vacinagao propostos classicamente para as dis-
tintas espécies animais.
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E de conhecimento da ciéncia que diversas reacoes imuno-
logicas sao exaradas ap0ds exposicao de antigenos, sendo as-
sim, a imunidade corporal esta associada com atividades re-
lacionadas aos 6rgaos linfomiel6ides e células, sendo o siste-
ma linfatico constituido de uma rede de defesa difusa e dis-
tribuida estrategicamente, seja na forma de foliculos
dispersos ou agregados, contra organismos infecciosos e ou-
tros materiais nocivos (Seto 1981).

Diversos experimentos tém revelado que no desenvolvi-
mento normal, a manutenc¢ao dessas estruturas linfoides é
dependente de um 6rgao linféide especifico quanto ao cara-
ter precursor linfopoiético - o timo. Assim como, as respostas
imunolégicas naturais ou induzidas que estao de diferentes
formas relacionadas as estruturas do sistema linfatico, mui-
tas vezes sao intermediadas e coordenadas pelo timo (Appo-
linario 1998, Bombonato 1997).

Apesar de a funcao timica ser responsabilizada por meca-
nismos fundamentais na aquisicao das defesas e conseqiien-
tes respostas organicas, ela ainda nao é totalmente esclare-
cida, tampouco as bases morfologicas que respondem por
tais fungoes, assim como seu processo de desenvolvimento e
involucao, constituicao estrutural, ainda estao por serem res-
pondidas (Bombonato 1997).

Ainda na vida fetal e no periodo neonatal o timo é o 6rgao
com maior importancia imunolégica e, anatomicamente é o
maior 6rgao linfatico com maior atividade linfopoética, cons-
tando como precursor da linfopoese, demonstrando também
relacoes com o sistema endocrino, principalmente com a fun-
¢ao gonadal (Drummond 1996).

Estudos confirmam a importancia do timo no desenvolvi-
mento e manutencao do sistema imunologico e enddcrino,
particularmente no que tange as gonadas, na qual tornam-se
comprometidas em animais recém-nascidos submetidos a
timectomia (Appolinario 1998, Machado 1989).

O significativo papel do timo na imunidade é demonstra-
do em algumas espécies pela timectomia neonatal. Isso cau-
sa o enfraquecimento da reagao de hipersensibilidade retar-
dada. A habilidade para produzir respostas mediadas por
anticorpos também fica prejudicada, uma vez que a produ-
¢ao de anticorpos requer a colaboragao das células T (Banks
1991).

No que diz respeito a irrigacao do timo em caes, em parti-
cular, no respeitante aos seus aspectos quantitativos, a litera-
tura é escassa, visto que os autores quando se reportam ao
assunto fazem-no de maneira genérica. Ja os especialistas que
trabalharam com a irrigacao do timo, de forma geral, somen-
te fazem mencao aos grandes e pequenos ruminantes, e ain-
da assim descrevendo tao somente os vasos responsaveis pela
nutricao do 6rgao.

O conhecimento do comportamento vascular, de sua es-
trutura, das interferéncias que ocorrem no desenvolvimento
e na involucao do timo, bem como os reflexos que tais even-
tos determinam sobre a marcacao imunolégica dos animais
pode esclarecer diversas entidades ainda nao caracterizadas
adequadamente como doencas auto-imunes, tumores timicos,
persisténcia timica e outras ligadas ao comprometimento
imunitario, auxiliando assim, na clinica veterinaria.

Diante desses aspectos, objetivamos estudar os aspectos
morfologicos como o tamanho e volume do timo, e aspectos
histologicos da vascularizagcao do timo em caes, correlacio-
nando com o sexo e o desenvolvimento etario.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacao desta pesquisa foram coletados 24 timos prove-
nientes de fetos e recém-natos de caes domésticos (Canis familiaris),
sem raca definida (SRD), machos e fémeas em igual nimero, com 30,
40 50 e 60 dias, separados em 4 grupos etarios (doravante designados
de Grupo I, II, III, IV, respectivamente), nao apresentando nenhum
grau de consangiiinidade. A lavagem do sistema circulatério do timo
foi realizada por meio de perfusao com solugao contendo solugao
salina tamponada fosfatada (PBS) e heparina a 2%, em seguida, a
solucao fixadora de Karnovsky modificada. Os timos foram removidos
e mensurados em seu eixo longitudinal e transversal (tanto na regiao
cranial e caudal), orientando o sentido cranio-caudal do mesmo,
assim, obtivemos as medias de comprimento, espessura e largura
do 6rgao. Em seguida, foram seccionados transversalmente
originando planos macroscopicos paralelos e seriados, com distan-
cia média de 3 mm como descritos no trabalho de Mayhew (1992)
e Wulfsohn et al. (2004). O volume do 6rgao ou volume referén-
cia (V(ref)) foi estimado pelo método de Cavalieri (Gundersen &
Jensen 1987, Mayhew 1992). As fatias escolhidas aleatoriamen-
te obedeceram ao método orientator modificado (Mattfeldt et
al. 1990), assim obtivemos cortes AUI (Aleatérios e Uniforme-
mente Isotropicos) ou IUR (Isotropic Uniform Random). Apds
permaneceram imersos no fixador por um periodo minimo de
24 horas. Posteriormente, os fragmentos foram processados,
cortado em cortes semi-finos com 1um de espessura, e corados
com azul de toluidina, para posterior analise histologica dos
cortes.

Para a anadlise estatistica foram utilizados os testes nao-para-
métricos de Mann-Whitney e Wilcoxon, com nivel de significancia
de5%.

RESULTADOS

Nos caes dos diferentes grupos etarios analisados, macros-
copicamente, os timos apresentavam coloragao rosea, locali-
zados no espaco mediastinal cranial, entre os pulmoes e aci-
ma da base do coragao. Na por¢ao cranial apresentavam dis-
creta divisao entre o lobo esquerdo e direito, sendo unidos
por um tecido de conexao. Na por¢ao caudal os lobos direito
e esquerdo eram totalmente separados, sendo o lobo direito
maior que o esquerdo. Sua por¢ao cranial estendia-se pouco
além do primeiro par de costelas, e sua por¢ao caudal proxi-
mo ao quinto par de cartilagens costais.

Apresentavam suprimento sangiiineo pelas artérias tora-
cica interna direita e esquerda, estas penetravam no parén-
quima de cada lobo timico, ramos timicos do tronco braquio-
cefalico, artérias subclavia direita e esquerda, tronco costocer-
vical, primeira intercostal e artéria pericardicofrénica.

De forma geral, o comprimento, a espessura e a largura do
timo tiveram um aumento gradativo de acordo com o desenvol-
vimento dos fetos, sendo nas fémeas os valores maiores do que
nos machos, pode-se observar um aumento evidente do compri-
mento entre os Grupos Il e I, onde os fetos encontram-se na
faixa etaria de 40 e 50 dias, respectivamente. Os valores médios
de cada grupo etario estao demonstrados na Quadro 1.
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Quadro 1. Valores médios do comprimento, espessura e
largura do timo de caes, considerando sexo e faixa etaria

Grupo Comprimento Espessura Largura
(cm) (cm) (cm)
I (Fetos 30 dias) Machos 0,576 0,3575 0,4325
Fémeas 0,67 0,445 0,55
Média do grupo 0,623 0,40125* 0,49125
Il (Fetos 40 dias) Machos 0,83675 0,385  0,34975
Fémeas 0,8775 0,4575 0,5075
Média do grupo  0,857125 0,426* 0,503
1II (Fetos 50 dias) Machos 1,65375 0,4475 0,63
Fémeas 1,913 0,4075 0,675
Média do grupo 1,7932* 0,419 0,652*
IV (Fetos 60 dias) Machos 2,3775 0,5275 0,965
Fémeas 2,675 0,5675 1,0775
Média do grupo 2,522* 0,55 1,014*

* Diferenca estatisticamente significante (p <0,05) se comparado o sexo.

Cada lobo timico é revestido por uma capsula delgada de
tecido conjuntivo e pouca quantidade de tecido adiposo. For-
mam espessamentos em pontos de jung¢ao da capsula com os
vasos que nutrem o timo.

O tecido conjuntivo forma evagina¢oes na capsula, de
onde partem numerosos septos que dividem parcialmente o
lobo formando a estrutura lobular. Nos pontos de emissao
dos septos, predominam os vasos sanguineos que principal-
mente nutrem o 6rgao que por sua vez se ramificam no per-
curso dos septos interlobulares e parénquima timico.

Evidenciamos o epitélio subcapsular perivascular, que de-
limita toda a superficie e os espacos perivasculares do timo,
apresentando-se achatado e alongado, formando uma divi-
sao entre o espago intratimico e o parénquima vascularizado.

Com o método “orientator”, o 6rgao passou a ser isotro-
pico, assim nao ha como diferenciar a regiao cortical e medu-
lar nos cortes semi-finos.

A estrutura celular do 6rgao apresentou-se de forma or-
ganizada com a presenca de agregados concéntricos, 0s cor-
pusculos de Hassal em todos os grupos estudados. O arranjo
celular do Grupo II era semelhante aos do Grupo I, onde o
timo apresentou-se de forma homogénea, as células do
parénquima estavam proximas, no entanto eram menores,
quando comparado com os animais do Grupo Ill e IV, porém,
com vasos de calibre maior do que os animais do Grupo I.
Nao foram notadas diferengas visuais entre os machos e as
fémeas. Os animais do Grupo III as células distribuiram-se de
forma difusa, os vasos aumentaram de calibre. Os animais do

.co )

Fig.1. Hlstologla de timo de caes. A. Feto com 30 dias, macho (Barra 50,um) B. Feto com 40 dlas macho (Barra 50 um). C. Feto com 50 dias,

macho (Barra 50um). D. Recém-nato, 60 dias, macho (Barra 4um). Vasos (V), Corpusculo de Hassal (seta).
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Grupo IV diferenciaram dos demais grupos por apresentarem
vasos com maior diametro, sendo em maior nimero nos ma-
chos, as células apresentaram-se difusas e maiores. As células
reticulares emitem fibras longas destacando um incremento
na trama reticular no parénquima (Fig.1).

Houve diferenca estatisticamente significante (Teste de
Wilcoxon, p<0,05) no comprimento do timo quando compa-
rado os animais do Grupo Il e IIl; na espessura quando com-
parado os animais do Grupo I ell, I e IIl, Il e IlI

0 volume do 6rgao ou volume referéncia (Vref) - cm?, foi
estimado pelo método de Cavalieri através de planos
macroscopicos paralelos e seriados, teve seus valores aumenta-
dos gradativamente de acordo com o desenvolvimento dos fe-
tos, sendo maior nas fémeas do que nos machos. Pode-se obser-
var um aumento evidente entre os Grupos Il e IIl. O volume refe-
réncia variou em média no Grupo I de 0,1228, sendo nos machos
de 0,08906 e nas fémeas de 0,16398; no Grupo II de 0,18366,
sendo nos machos de 0,11267 e nas fémeas de 0,20374; no Gru-
po Il de 2,06, sendo nos machos de 1,9125 e nas fémeas de
2,175; no Grupo IV de 3,12, sendo nos machos de 3,11 e nas
fémeas de 3,24. Houve diferenca estatisticamente significante (p
<0,05) se comparado o sexo no Grupo Il (Teste de Mann-
Whitney), e quando comparado as faixas etarias entre os Grupos
Iell, I elll Il e Il (Teste de Wilcoxon). Nos demais grupos nao
houve diferenca estatisticamente significante.

DISCUSSAO

O interesse pela pesquisa do timo tem aumentado em virtu-
de da importancia que o tema vem assumindo e pela escassa
literatura relativa ao 6rgao de maior importe do sistema
imunitario dos animais. Dados relativos a vascularizacao ar-
terial do timo em caes sao incompletos, parcimoniosos e por
vezes escassos.

Poucos autores estudaram anteriormente a histologia e a
microvascularizagao especificamente do timo de caes, o que
obrigou a considerarmos outras espécies de animais em nos-
sas analises comparativas, respeitando as nuances que esta
variavel apresenta.

Nossos achados macroscopicos em caes foram semelhan-
tes aos observados por Evans & Christensen (1979) e Nickel et
al. (1981) que descrevem o timo como um 6rgao de coloragao
résea com discretas lobulagoes nos filhotes, localizado no
espaco mediastinico cranial, entre os dois pulmoes, e sua
extremidade caudal é moldada na superficie cranial do
pericardio, apresenta apenas parte toracica, sendo esta divi-
dida incompletamente em um largo lobo direito e um peque-
no lobo esquerdo, seu poélo cranial se localiza abaixo da tra-
quéia e estende-se além do primeiro par de costelas.

Junqueira & Carneiro (1999) e Kato (1997) relatam que
durante o desenvolvimento embriologico do timo, os vasos
sanguineos penetram no interior do parénquima acompanhan-
do o tecido conjuntivo derivado da capsula, formando espa-
¢os perivasculares ao redor dos vasos, fato este verificado
também em nosso material. As vénulas da regiao medular
confluem para formar veias que penetram nos septos conjun-
tivos e saem do timo pela capsula do 6rgao. Ja, as artérias
penetram no timo pela capsula, se ramificam, seguindo os

septos conjuntivos onde originam arteriolas que penetram
no parénquima seguindo os limites entre a cortical e a medu-
lar. Além disso, afirmam que o timo nao possui vasos linfati-
cos aferentes, os poucos vasos linfaticos encontrados no timo
sao todos eferentes e localizam-se nas paredes dos vasos san-
guineos e no tecido conjuntivo dos septos e da capsula do
orgao, estes sofrem uma involucao com o 6rgao, observacoes
estas com as quais nossos resultados concordam.

Os achados macroscopicos quanto a irrigacao do timo nos
filhotes de caes estudados foram iguais aos observados por
Evans & Christensen (1979), Evans & Delahunta (1980) e Silva
et al. (1994) que afirmaram que o timo é irrigado por ramos
das artérias toracicas internas, do tronco braquiocefalico,
pericardicofrénica, troncos costocervical e primeira intercos-
tal e artérias subclavias. Foi também observado a artéria
toracica interna perfurando o tecido timico como relatado
por Schummer et al. (1981).

Venzke (1986) refere que a irrigacao no cao procede de
ramos das artérias toracicas interna e timopericardica, um
ramo que nem sempre esta presente emitido do tronco bra-
quiocefalico, e, na auséncia deste vaso o timo recebe supri-
mento sanguineo da artéria toracica interna esquerda, ramo
este nao encontrado por Evans & Christensen (1979), Evans &
Delahunta (1980), Schummer et al. (1981), Silva et al. (1994) e
em nosso estudo.

Concordamos com Silva et al. (1994) quanto a origem, que
identificou modalidades de vascularizagcao proprias para cada
peca de fetos e natimortos de caes estudados.

Quanto a histologia do 6rgao concordamos com Didio
(2002) e Firth (1977), os quais relatam que a capsula e o septo
do timo consistem de tecido conjuntivo areolar frouxo e teci-
do adiposo, formando espessamentos em pontos de jun¢ao
da capsula com os vasos que nutrem o timo.

Como os timos estudados foram isotropisados, nao dife-
renciamos as regioes corticais, medulares e regiao transicional,
a chamada jungao cortico-medular, caracterizada por grande
namero de vasos, em geral arteriolas, circundadas por tecido
conjuntivo perivascular, albergando linfocitos B e plasmocitos
como relatado por Saint-Marie et al. (1986).

Como relatado por Dijkstra & Sminia (1990), Picker &
Siegelman (1993) e Suster & Rosai (1990) evidenciamos uma
populacao de células timicas imunofenotipicamente hetero-
genia em diferentes tamanhos, porém nao diferenciamos as
regioes corticais e medulares.

Como relatado por Dijkstra & Sminia (1990) identificamos
o epitélio subcapsular perivascular, que delimita toda a su-
perficie e os espacos perivasculares do 6rgao, apresentando-
se achatado e alongado, funcionando, juntamente com as
células endoteliais, macrofagos e linfocitos, como uma divi-
sao entre o espaco intratimico e o mesénquima vascularizado,
considerado como o substrato morfologico da barreira timo-
sangue, porém, Nieuwenhuis et al. (1988) discorda com o tran-
sito antigénico transcapsular.

Como relatado por Henry (1992) e Nabarra & Adrianarison
(1995) os corplisculos de Hassal foram evidenciados em to-
das as faixas etarias estudadas como uma estrutura tubular
complexa.
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O método de Cavalieri e o coeficiente de erro usado para
obtenc¢ao do volume do 6rgao também foram utilizados nos
trabalhos de Duerstock et al. (2003), Gundersen & Jensen
(1987), Mayhew (1992) e Wulfsohn et al. (2004), assim como o
fizemos.

O volume do timo aumenta com o desenvolvimento do ani-
mal, tendo um aumento brusco no Grupo IV (recém-natos com
60 dias), acredita-se que esse aumento deve-se ao fato de que
ao nascimento o 6rgao apresenta-se totalmente desenvolvido
para exercer sua func¢ao linfopoiética, conforme indicagao con-
tida na literatura, estabelecendo-se apds a maturidade sexual
sua involu¢ao (Drummond 1996, Bombonato 1997).

Com a proximidade do nascimento, acredita-se, conforme
indicado na literatura, que ocorram alteracoes mediadas por
hormonios de fatores angiogénicos provocando um aumento
nao somente no niimero e densidade vascular, como também
no tamanho dos vasos nos recém-natos com 60 dias (Grupo
Iv).

CONCLUSOES

O timo apresentou-se composto por dois lobos unidos por
um tecido de conexao, com coloragao rosea, localizados no
espaco mediastinal cranial, entre os pulmoes e acima da base
do coracao, sua por¢ao cranial estendeu-se pouco além do
primeiro par de costelas.

A estrutura celular do timo mostrou-se organizada com a
presenca de agregados concéntricos, os corpusculos de Hassal,
envolvidos por uma delgada capsula de tecido conjuntivo que é
espessada por tecido adiposo, servindo de substrato para a pas-
sagem dos vasos sanguineos, dispondo-se em arquitetura lobular.

Os vasos observados na microscopia de luz de cortes semi-
finos, aumentaram de tamanho gradativamente de acordo
com a idade, sendo mais evidente nos animais do Grupo IV
(60 dias), proximo ao nascimento.

Os timos, das fémeas, apresentaram maior volume (Vref)
e dimensoes de tamanho que nos machos. Em ambos os se-
xos foi observado um evidente aumento no volume e compri-
mento do timo entre os Grupos GII e GIII, ou seja entre a faixa
etaria de 40 e 50 dias.
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