Apoptose, Proliferacdo e Histomorfometria do Baco de Ratas
Adultas com Hipofuncao Tireoidiana e Ovariana

RESUMO

Apoptose, proliferacdo e histomorfometria do bago foram investigados em ratas
Wistar adultas ovariectomizadas e ndo-ovariectomizadas, mantidas em hipotire-
oidismo induzido pela administragao diaria de propiltiouracil (PTU) por 120 dias.
Dois grupos eutiredideos ovariectomizados e nao-ovariectomizados serviram
como controle. Foi colhido o plasma para dosagem de T4 livre e o baco para ana-
lise da histomorfometria, do indice apoptético e da expressado imunohistoquimica
de caspase 3 e CDC47. Valores de T4 livre foram menores nas ratas tratadas com
PTU (p < 0,05). Nos grupos hipotiredideos houve redugdo do peso do bago, do
numero e do tamanho dos foliculos linfoides e aumento do indice apoptdtico e da
expressao de caspase 3 (p < 0,05). Porém, o bago de ratas hipotiredideas ovariec-
tomizadas apresentou aumento menos acentuado do indice apoptoético e da ex-
pressao de caspase 3 do que o baco de ratas hipotiredideas ndo-ovariectomizadas
(p < 0,05). O grupo eutiredideo ovariectomizado apresentou hiperplasia da polpa
branca em relacdo ao grupo eutiredideo nao-ovariectomizado. Nao houve difer-
enca na expressao de CDC47 entre os grupos. Conclui-se que a hipofuncgéo tireoid-
iana e gonadal apresentam efeitos distintos no bago e que na associagdo
hipotireoidismo-hipogonadismo ha aumento menos acentuado do indice apoptdti-
co e da expressao de caspase-3 esplénica do que no hipotireoidismo isolado. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2008; 52/6:1031-1038)
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ABSTRACT

Apoptosis, Proliferation and Spleen Histomorphometry of Adult Female Rats
with Thyroid and Ovarian Hypofunction.

Apoptosis, proliferation and histomorphometry of spleen were investigated in ova-
riectomized and non-ovariectomized adult Wistar rats maintained in hypothyroi-
dism induced by daily administration of propylthiouracil (PTU) during 120 days.
Two groups ovariectomized euthyroid and non-ovariectomized euthyroid were
used as controls. Plasma was collected for free T4 dosage and the spleen for histo-
morphometry analysis, apoptosis index and the immunohistochemistry expres-
sion of caspase 3 and CDC47. Values of free T4 were lower in rats treated with PTU
(p<0.05). In the hypothyroid groups there was some decrease in the spleen weight
as well as the number and size of lymphoid follicles and there was some increase
in the apoptotic index and the caspase 3 expression (p<0.05). However, the in-
crease in the apoptosis index and the expression of caspase 3 in ovariectomized
hypothyroid rats spleen was less accentuated than non-ovariectomized hypothy-
roid ones (p<0.05). The ovariectomized euthyroid group presented white pulp hy-
perplasia in comparison to the non-ovariectomized euthyroid group. There was no
difference in the CDC47 expression between groups. It was concluded that the
thyroid and ovarian hypofunction have distinct effects on the spleen and that in the
hypothyroidism-hypogonadism association, the increase in the apoptosis index
and in the expression of splenic caspase 3 is not as much as in isolated hypothy-
roidism. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/6:1031-1038)
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INTRODUCAO

OHIPOTIREOIDISMO TEM sido freqiientemente diag-
nosticado em mulheres durante a menopausa (1).
Por isso, foi realizada uma sucessiao de estudos, a fim de
verificar o efeito da deficiéncia dos hormonios tireoidia-
nos e sexuais no organismo. O estudo da inter-relagio
entre os hormonios tireoidianos ¢ sexuais femininos em
tecidos, como a pele, o osso e o sangue, tem demons-
trado que a deficiéncia conjunta pode agravar ou mini-
mizar os efeitos da deficiéncia isolada de cada um deles
dependendo do tipo de tecido (2-5).

Os hormonios tireoidianos participam em diversos
processos fisiologicos, como diferencia¢io e desenvolvi-
mento celular, exercendo efeito direto sobre o metabo-
lismo. Os hormonios tireoidianos participam como
reguladores obrigatorios e estimuladores da linfopoese B
primdria (6-7) e sdo requeridos para a produ¢io normal
das células-p na medula 6ssea, pelo controle da prolifera-
¢do das células pro-p. Esses hormonios também estimu-
lam a sintese de nucleoproteinas, com conseqiiente
aumento do numero das células-f, principalmente no
bago e na medula 6ssea (8).

Os esterdides sexuais, por sua vez, s3o inibidores da
produgio de linfécitos e afetam o processo de imunor-
regulagio (9,10). Os estrégenos modulam multiplos
aspectos do sistema imune e tém efeitos que dependem
da dose ¢ do tipo celular especifico em que atuam (11),
sendo reguladores negativos da proliferagio ¢ da fun-
¢do dos linfécitos T (12). A progesterona, por sua vez,
exerce efeito no processo de sele¢do timica, antagoni-
zando a apoptose induzida por glicocorticéides (13).

Nio obstante ter conhecimento de que ratas castra-
das apresentam aumento do nimero de linfocitos ima-
turos no timo, com conseqiiente aumento periférico
das células T e B (14), o efeito da inter-relagdo entre
hipotireoidismo e hipogonadismo nos 6rgios linfbides
nio ¢ conhecido. O objetivo do presente trabalho foi
estudar a apoptose, a proliferagio e a histomorfometria
do bago de ratas hipotiredideas ovariectomizadas e nio-
ovariectomizadas.

METODOS

Foram utilizadas 40 ratas Wistar com trés meses de ida-
de, alojadas em caixas plasticas, na densidade de cinco
ratas por caixa, que receberam ra¢io comercial e dgua
ad libitum, ¢ foram mantidas em regime de 12 horas de
luz ¢ 12 horas de escuro.
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A metade dos animais foi ovariectomizada e, uma
semana apoés a ovariectomia, em dois grupos de dez ra-
tas, um ovariectomizado e outro nao-ovariectomizado,
foi induzido o hipotireoidismo pela administragio did-
ria de propiltiouracil. A droga foi administrada na dose
de 1 mg/animal, diluida em 5 ml de dgua destilada, por
sonda gastrica. As ratas mantidas em estado eutire6ideo
receberam 5 ml de agua destilada, como placebo, nas
mesmas condi¢oes. Assim, foram formados quatro
grupos experimentais: hipotiredideo ovariectomizado
(n = 10), hipotire6ideo nao-ovariectomizado (n = 10),
eutiredideo ovariectomizado (n = 10) ¢ eutiredideo
nio-ovariectomizado (controle) (n = 10).

Ao final do periodo experimental (120 dias), as ra-
tas foram pesadas e sacrificadas por pungio cardiaca
precedida por anestesia com pentobarbital sédico 2,5%
(30 mg/kg), por via intraperitoneal. A necropsia, o
bago foi coletado, pesado, fixado em formalina a 10%,
neutra ¢ tamponada, ¢ processado pela técnica rotineira
de inclusio em parafina.

A razio entre o peso do bago e o peso corporal foi
estabelecida. A dosagem plasmdtica de tiroxina livre foi
realizada pela técnica de quimioluminescéncia (Access
Immunoassay System, Sanofi Diagnostics Pasteur Inc.,
Chaska, MN, USA) em sistema totalmente automdtico
¢ de acordo com as recomendag¢oes do fabricante dos
kits. Os coeficientes de variagdo intra e interensaio fo-
ram de 4% e 7%, respectivamente.

As sec¢oes de bago de 4 um, retiradas sempre do
centro do 6rgao, foram coradas pelas técnicas de hema-
toxilina e cosina, para avaliagio histomorfométrica, ¢
pelo tricromico de Shorr, que proporcionou melhor
contraste entre nucleo e citoplasma, para determinagio
do indice apoptotico (15).

Em secgoes histologicas, foi determinada a porcen-
tagem de polpa vermelha, de polpa branca e de estroma
por campo, com auxilio de reticula ocular micrométrica
com 121 pontos, sob objetiva de 40x. Foram avaliados
21 campos em toda a extensdo da sec¢io histologica.
Além disso, o namero de foliculos linféides também foi
quantificado. Somente foram quantificados os foliculos
que apresentassem arterfola central com centro germi-
nativo. Com uma ocular contendo régua, foi mensura-
do o didmetro maior e menor dos foliculos quantificados,
obtendo-se o didmetro médio folicular. No final, com
auxilio de limina micrométrica, os dados do diametro
dos foliculos foram transformados para pm.

A atividade proliferativa e a apoptose foram avalia-
das pelo estudo imunohistoquimico com a utilizagido
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do anticorpo anti-CDC47 Clone 47DC141 e do anti-
corpo anti-caspase-3 Clone RB-1197-P (NeoMarkers,
Dako, Califérnia, EUA), respectivamente. As secgoes
foram submetidas a técnica de estreptavidina-biotina-
peroxidase (Ultravision large volume detection system
anti-polyvalent, HRP, Lab Vision, Freemont, Califér-
nia, EUA), sendo empregada a técnica de recuperagio
antigénica pela utiliza¢io de solugio Retrieval (Dako,
Califérnia, EUA), durante 20 minutos. As laminas fo-
ram incubadas em cdmara Gimida por uma hora com
cada anticorpo primdrio separadamente (CDC47 — di-
luigao de 1:200 ou caspase 3 — 1:300) (Novocastra La-
boratories, Newcastle Upon Tyne, United Kingdom,
Inglaterra) e por 15 minutos nas etapas de bloqueio da
peroxidase enddgena, soro de bloqueio (Lab Vision,
Freemont, Califérnia, EUA), anticorpo secundirio
(Biotin Goat, Lab Vision, Freemont, Califérnia, EUA)
e estreptavidina-biotina-peroxidase. Utilizou-se o DAB
(Lab Vision, Freemont, Califérnia, EUA) como cro-
mogeno, em incubag¢io por dez minutos e a hematoxi-
lina de Harris como contracoloragio.

A quantifica¢do do indice apoptotico e da porcenta-
gem de células/campo com expressio de CDC47 e de
caspase 3 foi realizada em imagens microscopicas obtidas
com objetiva de imersio (Zeiss axiolab, Zeiss, Sachsen,
Thiiringen, Alemanha), capturadas por placa digitaliza-
dora computadorizada (MicroMOVIE PRO; Sachsen,
Thiringen, Alemanha) (16), as quais foram transferidas
para o analisador de imagens (Programa KS300, versio
2.0, Kontron Elektronik, Sachsen, Thiiringen, Alemanha)
e submetidas a contagem celular.

O indice apoptoético foi determinado pela porcen-
tagem de células com caracteristicas de apoptose em
relagdo ao ntimero total de células em cada campo ana-
lisado. A andlise foi realizada por um tnico observador
que considerou como critério de inclusio a presenga
de, pelo menos, trés caracteristicas morfoldgicas pecu-
liares do processo apoptético: retragdo e perda de ade-
réncia celular, condensac¢do do citoplasma e do nicleo
¢ formagdo dos corpos apoptéticos (17).

O ntimero minimo de campos para determinagao do
indice apoptotico foi determinado pela técnica de estudo
da variagdo da instabilidade de valores médios em relagio
a amostra que os originou. Em uma lamina representati-
va de cada grupo experimental foi determinado o indice
apoptotico em 50 campos. A seguir, a amostra de 50
campos foi dividida em cinco com valores sorteados ao
acaso. Foram determinados a média, o desvio-padrio ¢ o
coeficiente de variagdo da varidvel estudada em 5, 10, 15,
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20, 25, 30, 35,40, 45 ¢ 50 campos. Apds verificar que o
desvio-padrio e o coeficiente de variagdo se estabiliza-
vam em torno de 30 campos, este valor foi adotado para
se determinar o indice apoptético médio em cada grupo
(18). Para a andlise da porcentagem de células com ex-
pressao de CDC47 e de caspase 3 em relagao ao nimero
total de células/campo, avaliaram-se 20 campos que
abrangiam toda a area de um foliculo linféide, escolhido
aleatoriamente. Consideraram-se positivas as células que
apresentavam a marca¢do acastanhada caracteristica do
cromoégeno utilizado.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso com quatro tratamentos ¢ dez repeti¢des, sendo
cada animal uma repeti¢do. Para cada varidvel estudada,
foram determinadas a média e o desvio-padrio. Os da-
dos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA
do programa estatistico Instat (GraphPad Software,
versdo 3.00, 32 Win 95/NT, 1997) ¢ as médias foram
comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK)
(18). As diferencgas foram consideradas significativas se
p < 0,05.

RESULTADOS

As concentragoes plasmdticas de T4 livre significativa-
mente menores nos grupos tratados com propiltioura-
cil confirmaram a indu¢io do hipotireoidismo, apos
120 dias da administra¢io ininterrupta deste antitireoi-
diano (Figura 1).

TL4

HE| OEC BHI mHC

* Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Figura 1. Concentracdes plasmdaticas de tiroxina livre (ug/dl)
(média + SD) de ratas adultas eutiredideas ovariectomizadas
(EO), eutiredideas ndo-ovariectomizadas (El), hipotiredideas
ovariectomizadas (HO) e hipotiredideas ndo-ovariectomiza-
das (HD).
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A razdo peso do bag¢o/peso corporal foi significati-
vamente menor nos grupos hipotire6ideos em compa-
racio aos grupos ecutireéideo nido-ovariectomizado
(controle) e cutiredideo ovariectomizado (Figura 2).

0,357 a
0,31
0,251
0,27
0,151
0,11

0,051

BE| OEC OHI BHC

* Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Figura 2. Razdo entre peso do baco (g) e peso corporal
(@) (média = SD) de ratas adultas eutiredideas ovariecto-
mizadas (EO), eufiredideas ndo-ovariectomizadas (El),
hipotiredideas ovariectomizadas (HO) e hipotiredideas ndo-
ovariectomizadas (HI).
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O grupo-controle apresentou morfologia compati-
vel com a normalidade. A polpa vermelha apresentava
todos os elementos, como hemadcias, linfocitos, megaca-
riécitos e macréfagos repletos de pigmento amarronza-
do (hemossiderina). Na polpa branca, os foliculos
linféides eram bem delimitados, de tamanho variado e
alguns com centro germinativo ativo, nos quais as célu-
las, as vezes, assemelhavam-se a linfoblastos, apresentan-
do nicleos de cromatina frouxa e citoplasma volumoso.
Nos grupos hipotiredideos, ovariectomizados e nao-
ovariectomizados houve aparente redu¢io de polpa ver-
melha e branca, contudo nio houve diferenga estatistica
significativa na porcentagem destes elementos. Embora
a porcentagem de polpa branca nestes grupos nao tenha
diferido significativamente do grupo-controle (Figura
3), os foliculos linfbides da polpa branca eram menores ¢
em menor numero (Figura 4) e apresentavam marcante
reducio da celularidade em comparagao ao grupo-con-
trole. Os linfocitos apresentavam-se diminuidos de ta-
manho ¢ com ndacleos intensamente basofilicos, de
cromatina condensada e picnéticos. Havia também gran-
de quantidade de células fragmentadas, principalmente
na regido dos centros germinativos.

ab

0%
Polpa vermelha

HE| UEec

Polpa branca

Estroma

BH HmHC

* Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Figura 3. Porcentagem de polpas vermelha e branca e de estroma (média + SD) do bago
de ratas adultas eutiredideas ovariectomizadas (EO), eutiredideas ndo-ovariectomizadas
(El), hipotiredideas ovariectomizadas (HO) e hipotiredideas ndo-ovariectomizadas (HI)
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* Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Figura 4. NUmero e diGmetro médio de foliculos linfdides (média + SD) do bago de ra-
tas adultas eutiredideas ovariectomizadas (EO), eutiredideas ndo-ovariectomizadas (El),
hipotiredideas ovariectomizadas (HO) e hipotiredideas ndo-ovariectomizadas (HI).

Os indices apoptoéticos e a expressio de caspase 3 nimizou o aumento do indice apoptético e da expres-
foram superiores nas células do bago de ratas dos gru- sao de caspase 3 no bago de ratas hipotiredideas. Nio
pos hipotiredideos em comparagio ao grupo-controle houve diferenga na expressio de CDC47 entre os gru-
(Figuras 5 ¢ 6). Mas, notavelmente a ovariectomia mi- pos hipotiredideos e controle (Figura 5).

60%
a
50% |
40% b
a
30% b
a
20% ] a
c c ¢C a 4
0%
1A Caspase-3 CDC47
W OEC EHI mHC

* Letras diferentes representam diferencas significativas (p < 0,05).

Figura 5. Porcentagem de células com caracteristicas de apoptose em relagdo ao nime-
ro total de células/campo (indice apoptético) e porcentagem de células com expressdo
de caspase-3 e de CDC-47 em relagcdo ao nUmero total de células/campo (média + SD) em
foliculos linfdides do bago de ratas adultas eutiredideas ovariectomizadas (EO), eutiredideas
ndo-ovariectomizadas (El), hipotiredideas ovariectomizadas (HO) e hipotiredideas ndo-ova-
riectomizadas (HI).
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Figura 6. Fotomicrografia da polpa branca do bago de ratas
adultas eutiredideas ndo-ovariectomizadas (A), eutiredideas
ovariectomizadas (B), hipotiredideas nd&o-ovariectomizadas
(C) e hipotiredideas ovariectomizadas (D). Maior nimero de
célulos apoptéticas (setas) no baco de ratas hipotiredideas
ndo-ovariectomizadas em comparacdo aos demais grupos.
Hematoxilina-eosina, 250x.

O grupo ovariectomizado sem hipotireoidismo
apresentou hiperplasia de polpa branca. A porcentagem
de polpa branca neste grupo foi significativamente su-
perior a dos grupos-controle ¢ hipotire6ideo nio-ova-
riectomizado e semelhante ao grupo hipotiredideo
ovariectomizado (Figura 3). Os centros germinativos
apresentavam células ora com ntcleo vesiculoso e cito-
plasma abundante, ora menores com citoplasma escasso
e ndcleo condensado semelhante ao controle. Em algu-
mas dreas observou-se confluéncia dos foliculos, mas nio
houve diferenga significativa na expressio de CDC47 e
de caspase 3 entre o grupo eutiredideo ovariectomizado
e o controle. No entanto, o indice apoptético foi signifi-
cativamente menor no grupo eutiredideo ovariectomiza-
do em comparagio ao controle (Figura 5).

DISCUSSAO

As ratas deste estudo tratadas com PTU apresentaram
hipotireoidismo caracterizado nio somente por redu-
¢do significativa dos valores plasmadticos de tiroxina li-
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vre, como também por letargia e alteragdes cutineas
representadas por hiperceratose ¢ hipotriquia (4).

A escolha da razao peso do bago/peso corporal foi
importante para evitar que as oscilagdes de peso corpo-
ral dentro de determinado grupo e entre grupos masca-
rassem as alteragoes.

Além das caracteristicas celulares de apoptose que
permitiram determinar o indice apoptético, a expressio
imunohistoquimica de caspase 3 tem sido utilizada para
determinagdo das células em apoptose. As caspases per-
tencem a familia de proteases aspartato cisteina especifi-
ca, cuja ativa¢do ¢ o evento principal e irreversivel do
processo de apoptose (19). O processo se inicia pela ati-
vagdo da caspase 8, que pode ativar diretamente a caspa-
se 3, além de desencadear a liberagio do citocromo ¢ da
mitocondria que, por sua vez, ativa a caspase 9 ¢ a caspa-
se 3. A liberac¢io do citocromo resulta a alteragio do po-
tencial de membrana com conseqliente abertura de
poros. Este evento ¢ ativado por virios compostos qui-
micos, incluindo hormonios tireoidianos (20). Esta cas-
cata de ativagdo resulta a libera¢io de endonucleases que
provocam a fragmentagio do DNA (21).

As ratas ovariectomizadas apresentaram maior por-
centagem de polpa branca em rela¢io aos demais consti-
tuintes do baco. Esse resultado ocorreu em virtude do
aumento do ntiimero de foliculos linféides em compara-
¢d0 ao grupo-controle. Mas, o aumento da polpa branca
foi acompanhado por redugao da porcentagem de polpa
vermelha, o que fez que a razio peso do bago/peso cor-
péreo nio fosse significativamente maior em compara-
¢do ao grupo-controle. Além disso, as ratas eutire6ideas
ovariectomizadas eram mais pesadas em comparagio as
ratas eutiredideas ndo-ovariectomizadas, o que também
contribuiu para nio haver aumento da razio peso do
bago/peso corporal. Os aumentos do nimero de linf6-
citos foram observados no timo, no ba¢o e no linfonodo
de ratos ap6s castracio (14) e, ao contrario dos resulta-
dos deste trabalho, foi evidenciado aumento do peso do
bago em animais pré-puberes castrados (14). Postula-se
que o aumento do nimero de linfécitos B no bago de
animais castrados seja conseqiiente ao estimulo a linfo-
poese B na medula 6ssea (14). No presente estudo, foi
claramente demonstrado que na castragdo o aumento da
celularidade da polpa branca nio se deve ao aumento da
taxa de proliferacio representada pela expressio de
CDC-47, mas pode ter sido decorrente da redugio da
taxa de apoptose, ja que houve diferenc¢a entre o grupo
ovariectomizado e o grupo-controle em relagio ao indi-
ce apoptotico (Figura 5).
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Ao contririo da deficiéncia dos esterdides sexuais,
altas concentra¢oes de hormonios sexuais alteram a celu-
laridade e a arquitetura timica por induzir apoptose em
timocitos (13). Além disso, estudos % vitro apontam o
estradiol como estimulador de apoptose de linfocitos via
supressao de Bcl-2 e ciclina A. O aumento da porcenta-
gem de polpa branca no grupo eutiredideo ovariectomi-
zado ja era esperado, pois a auséncia dos esterdides
sexuais resulta aumento do nimero de linfocitos imatu-
ros no timo, com conseqiiente aumento periférico das
células T e B (14). Entretanto, nessas mesmas ratas nio
se observou linfocitose periférica nos animais castrados
(5). Os efeitos da ovariectomia na proliferagio e na apop-
tose celular no bag¢o de animais ovariectomizados ainda
ndo haviam sido demonstrados.

Em comparagdo ao grupo-controle, a redugio do
peso do bago das ratas hipotiredideas foi decorrente da
redu¢io do nimero e do didmetro de foliculos linféides
por conseqiiéncia do aumento da apoptose representa-
da pelo indice apoptoético e pela expressao de caspase 3.
No entanto, a ovariectomia minimizou a apoptose no
bago das ratas hipotirebideas e aumentou o niimero de
foliculos linféides, provavelmente pelo efeito antagéni-
co entre a deficiéncia dos horménios tireoidianos ¢ se-
xuais que deve ser mais investigado.

Os hormoénios tireoidianos apresentam efeito im-
portante nos processos de prolifera¢do e apoptose. Es-
tudos 2z vitro e in vivo demonstraram, simultaneamente,
que T3 induz a proliferagio e a apoptose (22). Pesquisas
também demonstraram que a triidotironina estd envol-
vida na morfogénese de anfibios por estimular a prolife-
ragio e a apoptose celular (23). O tratamento com T3
em lobos Opticos de embrides de galinha promoveu a
manutengdo da homeostase entre apoptose e prolifera-
¢do celular (24). Porém, no presente estudo, a suprema-
cia da apoptose diante da proliferagio celular no
hipotireoidismo foi responsavel pela redu¢io da polpa
branca esplénica com subseqiiente redug¢io do peso do
6rgido. A polpa branca ¢é constituida por linfécitos e plas-
mocitos responsaveis pela resposta celular e humoral,
respectivamente. Merece ser investigado se as alteragdes
evidenciadas na polpa branca de ratas hipotireideas po-
deriam comprometer as defesas imunes do animal dian-
te de estimulo antigénico.

Aidentificagdo de nicleos com expressio de CDC47
¢ utilizada para a determinagdo das células que estejam
em duplicagdo (25) e, por isso, foi utilizada para deter-
minar a taxa de proliferagio celular neste estudo. Nem o
hipotireoidismo nem a ovariectomia alteraram a taxa de
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proliferacio das células esplénicas de ratas adultas. O me-
canismo de a¢do dos hormoénios tireoidianos no ciclo
celular ainda ¢ bastante controverso e parece variar con-
forme a dose do horménio, com o tipo celular, com o
estagio de diferencia¢do da célula e com o tipo de ensaio
in vivo ou in vitro. Em concentragoes fisiologicas, os
hormoénios tireoidianos estimulam, 7z vivo, a sintese de
DNA em hepatdcitos, por aumentarem os niveis de cicli-
na DI e cdk 4, que controlam a fase G1 e também esti-
mulam a atividade de proteinas, como o complexo ciclina
E/A — cdk, que estio envolvidos na progressio da fase
G1 para a fase S (26). Por outro lado, o tratamento, i»
vitro, de hepatécitos com hormonios tireoidianos ativa
enzimas inibitérias do estimulo na fase S do ciclo celular,
por reprimir a atividade da ciclina — cdk2 (26). No pre-
sente estudo, o hipotireoidismo causou desequilibrio
entre a taxa de proliferagio e apoptose do bago de ratas
adultas, com supremacia da apoptose.

CONCLUSAO

Com base nos resultados, conclui-se que o hipotireoi-
dismo reduz o peso do bago de ratas adultas por causar
redu¢io do nimero e do didmetro de foliculos linféides
e por aumentar a apoptose celular; a ovariectomia mini-
miza a apoptose no bago das ratas hipotiredideas e au-
menta o namero de foliculos linféides, provavelmente
pelo efeito antagonico entre o hipotireoidismo ¢ o hi-
pogonadismo; e que o hipotireoidismo e a ovariecto-
mia ndo alteram a taxa de prolifera¢io celular no baco
de ratas adultas.

Agradecimentos: A Fundacao de Amparo a Pesqui-
sa de Minas Gerais (Fapemig) pelo apoio financeiro,
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifi-
co e Tecnolégico (CNPq) pela concesséo de bolsas
e a Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (Capes) (edital préo-equipamen-
tos n® 001/2007). Nao ha conflito de interesse dos
autores.

REFERENCIAS

1. Mazzaferri EL. Evaluation and management of common thyroid
disorders in women. Am J Obstet Gynecol. 1997;176:509-14.

2. Serakides R, Nunes VA, Nascimento EF, Ribeiro AFC, Zibaoui
HM, Silva CM. Hipogonadismo e funcéo tireoidiana em ratas
hipertiredideas e eutiredideas. Arq Bras Med Vet Zoot.
2000;52:571-8.

3. Serakides R, Nunes VA, Nascimento EF, Silva CM, Ribeiro AFC.
Relacéo tiredide-gdnadas e niveis plasmaticos de fosforo, cal-

1037

copyright® ABE&M todos os direitos reservados



copyright® ABE&M todos os direitos reservados

Avadliacdo Esplénica de Ratas com Hipofungéo Tireoidiana e Gonadal
Gomes et al.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

cio e fosfatase alcalina em ratas. Arqg Bras Med Vet Zoot.
2000;52:579-85.

Ferreira E, Serakides R, Nunes VA, Gomes MG, Silva CM, Oca-
rino NM, et al. Morfologia e histoquimica da pele de ratas hi-
potiredideas castradas e nao castradas. Arq Bras Med Vet
Zoot. 2003;55:51-60.

Gomes MG, Serakides R, Nunes VA, Silva CM, Carneiro RA,
Ocarino NM. Perfil hematoldgico de ratas adultas hipotireoi-
deas castradas e nédo castradas. Arq Bras Endocrinol Metab.
2004,;48:294-8.

Montecino-Rodriguez E, Clark R, Johnson A, Collins L, Dor-
shkind K. Defective B cell development in Snell dwarf (dw/dw)
mice can corrected by thyroxine treatment. J Immunol.
1996;157:3334-40.

Montecino-Rodriguez E, Clark R, Powell-Braxton L, Dorshkind
K. Primary B cell development is impaired in mice with defects
of the pituitary/thyroid axis. J Immunol.1997;159:2712-9.
Foster MP, Montecino-Rodriguez E, Dorshkind K. Proliferation
of bone marrow pro-B cells is dependent on stimulation by the
pituitary/thyroid axis. J Immunol. 1999;163:5883-90.
Holdstock G, Chastenay B, Krawitt EL. Effects of testosterone,
oestradiol and progesterone on immune regulation. Clin Exp
Immunol. 1982;47:449-56.

McKenzie CE, Berczi |. Oestrogen dependent suppression of
mitogen response in rat lymphocytes. Acta Endocrinol (Cope-
nh). 1987;116:200-4.

Stefano GB, Cadet P, Breton C, Goumon Y, Prevot V, Dessaint
JP, et al. Estradiol-stimulated nitric oxide release in human
granulocytes is dependent on intracellular calcium transients:
evidence of a cell surface estrogen receptor. Blood.
2000,;95:3951-8.

Jenkins JK, Suwannaroj S, Elbourne KB. 17-b-Estradiol alters
Jurkat lymphocyte cell cycling and induces apoptosis through
suppression of Bcl-2 and cyclin A. Int Immunophar.
2001;1:1897-911.

McMurray RW, Wilson JG, Bigler L, Xiang L, Lagoo A. Proges-
terone inhibits glucocorticoid-induced murine thymocyte
apoptosis. Int Immunophar. 2000;22:955-65.

Windinill KF, Lee VWK. Effects of castration on lymphocytes of
thymus, spleen and lymph nodes. Tissue Cell. 1998;30:104-11.
Moro L, Martins AS, Alves CM, Santos FGA, Puerto HL, Vas-
concelos AC. Apoptosis in the cerebellum of dogs with dis-
temper. J Vet Med Sci. 2003;50:221-5.

Caliari MV. Principios de morfometria digital: KS 300 para ini-
ciantes. Belo Horizonte: UFMG; 1997.

1038

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Kerr NF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a base biological
phenomenon with wide- ranging implications in tissue kine-
tics. Br J Cancer. 1972;26:239-57.

Sampaio IBM. Estatistica aplicada a experimentagao animal.
Belo Horizonte: FEP/MVZ; 1998.

Marti A, Graber H, Lazar H, Ritter PM, Baltzer A, Srinivasan A,
et al. Caspases: decoders of apoptotic signals during mamma-
ry involution. Caspase activation during involution. Adv Exp
Med Biol. 2000;480:195-201.

Hermesh O, Kaldern B, Berman B, Bar-Tana J. Mitochondrial
protonophoric activity induced by a thyromimetic fatty acid
analogue. Biochim Biophys Acta. 2000;1457:166-74.

Widtak P. The DFF40/CAD endonuclease and its role in apopto-
sis. Acta Biochim Pol. 2000;47:1037-44.

Su Y, Shi Y, Stolow MA, Shi YB. Thyroid hormone induces
apoptosis in primary cell cultures of tadpole intestine: cell
type specificity and effects of extracellular matrix. J Cell Biol.
1997;139:1533-43.

Shi YB, Sachs LM, Jones P, Li Q, Ishizuya-Oka A. Thyroid hor-
mone regulation of Xenopus laevis metamorphosis: functions
of thyroid hormone receptors and roles of extracellular matrix
remodeling. Wound Repair Regen. 1998;4:314-22.

Ghorbel M, Seugnet |, Ableitner AM, Hassan A, Demeneix BA.
T3 treatment increases mitosis, then bax expression and
apoptosis in the optic lobe of the chick embryo. Neurosci Lett.
1997,231:127-30.

Dalton S, Whitbread L. Cell cycle-regulated nuclear import and
export of Cdc47, a protein essential for initiation of DNA replica-
tion in budding yeast. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995;92:2514-8.
Alisi A, Spagnuolo S, Napoletano S, Spaziani S, Leoni S. Thy-
roid hormones regulate DNA-synthesis and cell-cycle proteins
by activation of PKCa and p42/44 MAPK in chick embryo hepa-
tocytes. J Cell Physiol. 2004;201:259-65.

Endereco para correspondéncia:

Rogéria Serakides

Setor de Patologia do Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterindrias da UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6.627 - Caixa Postal 567
31270-901 Belo Horizonte, MG
E-mail: serakide@dedalus.lcc.ufmg.br

Arq Bras Endocrinol Metalb 2008;52/6





