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RESUMO

BLOISE, Flavia Fonseca. Modulacdo da populacdo de linfécitos murinos
induzida por hipertireoidismo. Rio de Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas — Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Os horménios tireoideanos modulam diversos sistemas do organismo,
contudo sua influéncia sobre o sistema imunoldgico ainda ndo esta bem elucidada.
Ensaios realizados neste trabalho visam investigar a influéncia do hipertireoidismo
sobre a fisiologia de o6rgdos linféides primarios e secundarios de camundongos
machos e fémeas pré-puberes. Observamos que o hipertireoidismo constitui um
estimulo tréfico ao bago de camundongos machos e fémeas, sendo capaz de induzir
a redugao do percentual populacional de linfécitos B residentes deste 6rgao,
significativamente em machos. Entretanto o hipertireoidismo n&o foi capaz de induzir
alteragdes significativas no perfil populacional de linfécitos T e B residentes dos
linfonodos mesentéricos, assim como o percentual populacional dos linfécitos T
residentes do baco parece nao ser afetado pelo excesso de hormdnio tireoideano.
Ao analisar a influéncia do hipertireoidismo na maturagdo de linfocitos T,
observamos que, apesar do peso e celularidade timica estarem significativamente
aumentados em machos hipertiredideos, o percentual das subpopulacdes de
timocitos parece nao ser afetada. Ja as fémeas hipertiredideas ndo apresentaram
alteragdes significativas do peso, celularidade ou subpopulagdes timicas. Os
resultados obtidos levam a crer que o hipertireoidismo é capaz de modular as
populagdes de linfocitos B residentes em 6rgdo linféides secundarios de forma
tecido especifica. No timo, o hipertireoidismo parece nao afetar a linfopoiese T,
contudo constitui estimulo tréfico em machos. Nossos dados levam a crer que a
influéncia exercida pelo hipertireoidismo sobre o sistema imunoldgico esta associada
a fatores ligados ao sexo.

Palavras-chave: hipertireoidismo, orgaos linféides, linfécitos.
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ABSTRACT

BLOISE, Flavia Fonseca. Mice’'s Lymphocytes population is modulated by
hyperthyroidism. Rio de Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas — Fisiologia) — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Thyroid hormones play critical roles in several systems of the organism,
although their effects on the immune system are still not well understood. In this work
we investigate the role of hyperthyroidism in the physiology of primary and secondary
lymphoid organs of pre-puberty male and female mice. Hyperthyroidism is a trofic
stimulus to the male and female spleen. In males the excess of thyroid hormone
reduces the spleen B lymphocyte population without affecting T lymphocyte
population. Meanwhile in the lymph nodes there was no change in the T and B
lymphocyte population of the hyperthyroid mice. We also analyzed the influences of
hyperthyroidism on the main stages of differentiation pattern of thymocytes. The
thymus weight and cellularity were increased in hyperthyroid males, although there
was no difference in the thymocyte subpopulations. There was no difference in the
female thymus weight, cellularity and thymocyte subpopulations. In conclusion,
hyperthyroidism influences the B lymphocyt population of secondary lymphoid organs
in a tissue specific manner. In the thymus hyperthyroidism does not affect T
lymphopoiesis, although in males the excess of T3 is a trofic stimulus. Therefore, the
influences of hyperthyroidism in the immune system seem to be influenced by factors
associated with gender.

Key-words: hyperthyroidism, lymphoid organs, lymphocytes.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas diversos estudos demonstraram a existéncia de uma
interacdo fisioldgica importante e bidirecional entre o sistema neuroenddcrino e o
sistema imunoldgico (Kelley et al, 2007).

A inter-relacao funcional entre estes sistemas é evidenciada pela utilizacdo de
vias de comunicagdo moleculares comuns. Células do sistema imunoldgico
expressam receptores hormonais e produzem hormoénios controlados pelo eixo
hipotalamo-hipofise, assim como células do sistema neuroendoécrino produzem
mediadores imunoldgicos (Weigent e Blalock, 1995; Besedovsky e Del Rey, 1996).

As citocinas, moléculas classicamente conhecidas como intermediadoras de
informagdes imunologicas, exercem efeitos modulatorios sobre a resposta
neuroenddcrina, através de receptores de citocinas presentes em o6rgaos e ceélulas
deste sistema (Tausk et al, 2008). Contudo n&o s6 o sistema imunologico € capaz de
produzir citocinas, como estas também sao liberadas e sintetizadas pelo sistema
nervoso central e pelo sistema neuroendocrino (Spangelo e Gorospe; 1995,
Sternberg, 2006).

Além dos (glicocorticoides que apresentam efeitos Imunomoduladores
classicos, outros hormdénios como a prolactina, o horménio do crescimento e os
hormoénios tireoideanos (HT) também apresentam efeitos imunomodulatorios
importantes (Savino e Dardenne, 2000; Padgett e Glaser, 2003; Di Comite et al,
2007; Kelley et al, 2007, Mello-Coelho, 1998). Estudos recentes demonstram o
importante papel dos HT sobre os processos de desenvolvimento e maturagéo de
células do sistema imunoldgico (Arpin et al, 2000; Ribeiro-Carvalho et al, 2007%";

Yao et al, 2007, Mascanfroni et al, 2008).



1.1 Sistema Imunolégico

Todas as células que realizam funcdes efetoras durante a resposta
imunoldgica sdo denominadas células efetoras, estas sdo importantes para a
eliminacao do patégeno. As células efetoras compdem uma populagéo celular
heterogénea, entre elas estdo linfocitos T ativados, fagdcitos mononucleares e
plasmdcitos, entre outros leucdcitos. Os linfécitos reconhecem antigenos estranhos
ao organismo de maneira especifica e a eles respondem. As células apresentadoras
de antigenos (APCs do inglés antigen-presenting cells) capturam e apresentam
antigenos a linfécitos especificos, este processo € essencial para o desenvolvimento
da resposta imunolégica. As células efetoras, as APCs e os linfécitos séo as
principais células do sistema imunoldgico (Abbas e Lichtman, 2003).

Os linfécitos, também, sdao compostos por uma populacdo celular
heterogénea, composta pelos linfécitos B, linfécitos T e linfocitos natural killer. Estas
células diferem na forma de reconhecimento do antigeno e na fungdo imunolégica
(Welner et al, 2008; Seminario e Bunnell, 2008; Phan et al, 2007; Montoya et al,
2002; Long e Wagtmann, 1997).

Os linfécitos B sao células produtoras de anticorpo, que expressam o receptor
de célula B (BCR do inglés B cell receptor), molécula capaz de reconhecer
antigenos extracelulares de acordo com sua estrutura tridimensional e composi¢céao
quimica (Phan et al, 2007; Welner et al, 2008).

Os linfocitos T expressam o receptor da célula T (TCR do inglés T cell
receptor), molécula presente na superficie celular capaz de reconhecer antigenos
peptidicos associados a uma molécula do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) presente em outra célula (Seminario e Bunnell, 2008; Schmitt e Zuhiga-

Pflticker, 2006).



Existem duas populagdes distintas de linfécitos T, os linfocitos T auxiliadores
e os linfocitos T citotdxicos. Os linfocitos T auxiliadores, quando ativados secretam
citocinas, que medeiam a ativagdo de macréfagos, modulam a atividade de linfocitos
B, entre outras fungdes em diversos grupos celulares. Os linfocitos T citotoxicos
reconhecem e induzem a apoptose de diversos tipos celulares, contudo de maneira
especifica, como no caso de uma infecgao viral (Ochoa e Makarenkova, 2005).

A interacdo celular é extremamente importante em diversos parametros da
fisiologia imunolégica. A organizagdo dos grupos celulares nos 6rgaos linféides
auxilia o processo de contato celular e, assim, o desenvolvimento da resposta
imunoldgica e maturagéo celular (Montoya et al, 2002; LaAmmermann e Sixt, 2008).

Os tecidos linféides sao classificados como tecidos linféides primarios, onde
ocorre o0 processo de maturagdo dos linfocitos, ou tecidos linféides secundarios,
onde € iniciada e desenvolvida a resposta aos antigenos. A medula 6ssea, sitio
hematopoético e de desenvolvimento e maturacéo dos linfocitos B, e o timo, sitio de
maturagao dos linfocitos T, sdo os 6rgaos linféides primarios. Os tecidos linféides
secundarios incluem o bacgo, os linfonodos, o sistema imunolégico cutaneo e o
associado a mucosa (Mebius e Kraal, 2005; Crivellato et al, 2004; Ohl et al, 2003;
Hays, 1990).

Os orgaos linféides secundarios apresentam uma organizagao
microanatdbmica composta por regides ricas em linfécitos B ou T. Estas se
encontram separadas anatomicamente, contudo ha uma regido de contato entre
ambas. A zona de células B € denominada foliculo linféide, a qual pode ou nao
apresentar uma area central denominada centro germinativo, sendo denominado
foliculo linféide secundario ou primarios, respectivamente. O centro germinativo é

formado por linfocitos B ativados, ja os foliculos linféides primarios por linfécitos B



naive. A zona de células T envolve os foliculos linféides, nesta regido sao
encontrados um grande numero de linfocitos T auxiliadores e células dendriticas

(Park e Choi, 2008; Ohl et al, 2003).

1.1.1 O Timo

O timo é o maior sitio de maturagao de linfécitos T. Localizado no mediastino
central logo acima do coragao, este 6rgao apresenta duas regides morfolégica e
funcionalmente distintas: o cértex e a medula. O processo de maturagao consiste na
diferenciagao de progenitores linfoides, originarios da medula 6ssea, em linfécitos T
maduros (Bhandoola e Sambandam, 2006)

A diferenciacdo da célula progenitora hematopoética em linfécito T maduro
pode ser observada pela expressao diferenciada de algumas moléculas de
superficie e pela recombinagao dos genes que codificam o TCR. O CD4 (co-receptor
para o MHC classe Il) e o CD8 (co-receptor para MHC classe |) séo as principais
moléculas de superficie, expressas de forma diferencial durante o processo de
maturagao (Ceredig e Rolink, 2002).

O processo de maturacao de linfécitos T pode ser dividido, didaticamente, em
trés fases distintas: linfopoiese, selecao mediada pelo TCR e maturagao funcional.
Cada uma destas fases ocorre em sitios especificos do timo (Lind et al, 2004).

As células progenitoras hematopoéticas migram da medula 6ssea em diregao
ao timo, penetrando neste 6rgao na regido cortical perimedular. Nesta regido, os
progenitores linféides recebem estimulos mitéticos e de diferenciagao celular e sdo
denominados timécitos duplo negativo, uma vez que nao expressam as moléculas

CD4 nem CD8 (CD4°CDS8) (Lind et al, 2004; Schwarz e Bhandoola, 2006).



A linfopoiese ocorre durante o processo de migracao das células progenitora
hematopoéticas da jungéo cortico-medular até a zona subcapsular (Lind et al, 2004).
Durante a linfopoiese ocorre o aumento do comprometimento com a linhagem de
linfécito T. Proximo a regido subcapsular, os timdcitos duplo negativo iniciam o
processo de rearranjo do gene da cadeia 3 do TCR, formando o pré-TCR. Na regido
subcapsular, ocorre o primeiro ponto de checagem para o préximo estagio, sendo
que somente as células que expressaram de forma eficiente este pré-TCR recebem
a sinalizagdo de sobrevivéncia e passam a ser denominadas timécitos duplos

positivos por expressarem tanto a molécula CD4 como a CD8 (CD4°CD8") na
membrana plasmatica (Hogquist et al, 2005).

A selecdo mediada pelo TCR ocorre durante a migragao do timdcito duplo
positivo do cortex até a regiao medular. Neste processo o TCR maduro das células
duplo positiva interagem com o complexo peptideo-MHC das células do estroma
timico (Takahama, 2006). Os timdcitos duplo positivo que forem capazes de se ligar
com avidez intermediaria ao complexo recebem um estimulo de sobrevivéncia e
diferenciagcdo. Estas células passam a expressar somente a molécula CD4
(CD4*CD8") ou somente a molécula CD8 (CD4 CD8"), sendo denominadas timécitos
simples positivos. Este processo € chamado de selegdo positiva (Sprent e
Kishimoto, 2002). Os timdcitos simples positivos recentes migram por quimiotaxia
até a regido medular.

O processo de maturacao funcional ocorre na medula timica, os timdcitos
simples positivos permanecem nesta regido por aproximadamente 12 dias (Egerton
et al, 1990). Neste periodo, os timécitos interagem com células estromais
medulares, as quais apresentam antigenos do préprio organismo. Timdcitos auto-

reativos sdo excluidos apods forte interacdo com as células estromais. Apds esta



ultima etapa de maturagcdo os timocitos simples positivos se diferenciam em
linfécitos T naive. Estes sédo atraidos para a periferia por quimiocinas presentes na
corrente sanguinea (Takahama, 2006). O processo de maturagdo de timécitos é

resumido na Figura 1.

Eapsu[a
1 Il Il Il I
Zona Cartex Juncio  Medula
subcapsular Corico-

tnedular

Figura 1: Esquema do processo de maturagao de linfécitos T no timo. a: entrada do precursor linféide
na juncao cortico-medular timica. b: Migragdo da célula DN através do cortex timico. c: chegada do
timoécito DN a regido subcapsular. d: geragao do timdcitos DP. e: selegdo dos timécitos DP em SP,
com concomitante migragdo a medula. f: selegdo medular, com excluséo de linfécitos auto-reativos.
g: migracao do timdcitos SP maduro para a corrente sanguinea. DC, célula dendritica; DN, timdcito
duplo negativo, DP timécitos duplo positivo, mTEC, células epiteliais timicas medulares, cTEC,

células epiteliais timicas corticais, SP, timécitos simples positivo. Modificado de Takahama, 2006.



A populagao de linfocitos T maduros que expressam a molécula CD8 sao os
linfocitos T citotoxicos (CD8), ja os linfocitos T auxiliadores, expressam a molécula

CD4 (Abbas e Lichtman, 2003).

1.1.2 O Bacgo

O bago é o unico 6rgao linféide entreposto na corrente sanguinea sendo o
maior sitio de resposta imunoldgica a antigenos oriundos do sangue. Este 6rgéao tem
um papel importante na remocgao de eritrocitos velhos da corrente sanguinea. A
estrutura da parede dos sinusdides venosos esplénicos permite que macréfagos
fagocitem os eritrocitos velhos (Mebius e Kraal, 2005).

A zona de linfocitos T esplénica € denominada de bainha linféide
periarteriolar, uma vez que pequenas arteriolas sdo envolvidas por uma bainha de
linfocitos T. Junto a ela estao localizados os foliculos linféides, os quais sao ricos em
linfécitos B. A zona marginal € uma regido rica em macrofagos, células dendriticas,
linfécitos T e linfocito B diferentes dos encontrados no foliculo linféide. A zona
marginal envolve a bainha linféide periarteriolar e os foliculos linféides. A bainha
linféide periarteriolar, o foliculo linféide e a zona marginal formam a polpa branca do
baco, uma regiao rica em células linfoides (Crivellato et al, 2004).

As arteriolas esplénicas formam os sinusodides vasculares, estes sao
compostos por uma rede frouxa de células reticulares, macréfagos, mondcitos,
granulécitos, células dendriticas, e por plasmécitos e linfocitos esparsos. Esta regiao
€ denominada polpa vermelha (Mebius e Kraal, 2005; Crivellato et al, 2004) (figura

2).
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Figura 2: Esquema representando a estrutura geral do baco. Em cinza esta representada a estrutura
fibrosa que forma a capsula esplénica, em azul e vermelho esta representado o esquema venoso do
baco composto por sinus, no qual as setas representam o fluxo do sangue, a associagao sistema de
vasos ao tecido subjacente, representado pela cor bege, corresponde a polpa vermelha do baco; ja a
polpa branca é representada pelas cores lilas, verde e branco, correspondendo ao seio marginal,
zona T e foliculo linféide, respectivamente. Modificado de Mebius e Kraal, 2005

Os sinusdides vasculares possuem papel importante na resposta imunoldgica,
pois € através destes que antigenos e linfocitos chegam ao bago. Este 6rgéo € o
maior sitio de fagocitose de antigenos opzonizados. O grande numero de
macrofagos residentes da polpa vermelha auxilia na remogédo de patdgenos da

corrente sanguinea (Abbas e Lichtman, 2003).

1.2.3 O Linfonodo

Os linfonodos s&o 6rgaos capsulados e apresentam regido cortical e medular
distintas. A linfa chega ao linfonodo pelos vasos linfaticos aferentes, percorre o
cortex até os sinos medulares, por onde é eliminada pelo vaso linfatico eferente. Na

regiao cortical esta localizada a zona de linfécitos B, os foliculos linféides primarios e



secundarios e os centros germinativos, ja a regido paracortical € a zona rica em

linfécitos T (Crivellato, et al, 2004) (figura 3).
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Figura 3: Estrutura geral do linfonodo. Onde a area azul claro corresponde a capsula de tecido
conjuntivo deste 6rgao, a regido rosa claro a zona cortical, os circulos rosa escuro correspondem a
zona rica em linfécitos B, podendo representar um foliculo linféide primario ou secundario, a regiao
laranja clara corresponde a regiao paracortical do linfonodo, sendo rica em linfécitos T € a zona em
laranja escuro corresponde a regido medula rica em linfécitos B. O circulo rosa pastel representa um
linfécito e as setas verdes e azul indicam a migragdo dos linfécitos T e B para compartimentos
especificos no linfonodo. Setas amarelas indicam a diregdo da linfa. C, regiao cortical; P, regido

paracortical; M, regido medular. Modificado de Crivellato et al, 2004.

Os linfonodos tém um papel importante na resposta imunoldgica, pois
possibilitam o contato de antigenos e células apresentadoras de antigenos oriundos

dos tecidos com os linfécitos vindos da corrente sanguinea. Os linfocitos presentes



no linfonodo estdo em constante processo de recirculagédo, sdo oriundos da corrente
sanguinea e também de sitios de inflamacao teciduais (Lira, 2005).

O sistema linfatico € composto pelos vasos linfaticos, os quais drenam a linfa
dos tecidos até a corrente sanguinea, e pelos linfonodos, conectados em série a
estes vasos. Esta organizagdo anatémica possibilita a filtragem da linfa antes que
esta atinja a corrente sanguinea, possibilitando a drenagem de antigenos oriundos
do ambiente (Abbas e Lichtman, 2003).

O linfonodo mais préximo ao tecido inflamado € denominado linfonodo de
drenagem, pois as células apresentadoras de antigenos deste tecido, assim como
0s proprios antigenos, sao drenados para este linfonodo. No linfonodo de drenagem
ocorre o inicio do processo de ativagao linfocitaria. Os linfonodos ativados sofrem
modificagdes anatbmicas, devida a grande proliferagdo celular e aumentam

visivelmente de tamanho (Bajénoff et al, 2007) (figura 4).

Apesar de possuirem os mesmos tipos celulares e a mesma organizagao
anatbmica os diferentes linfonodos apresentam tipos de respostas imunoldgicas
diversas de acordo com o tecido drenado. Os linfonodos subcutaneos e
mesentéricos sdo um exemplo, apresentam respostas diferenciadas em multiplos
modelos experimentais (de Meis et al, 2008; Bajénoff et al, 2007; Henri et al, 2001;

Wilson et al, 2003).
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Figura 4: Esquema de um linfonodo de drenagem. As setas azul indicam o sentido de drenagem da
linfa contendo o antigeno e células apresentadoras de antigeno ativadas do sitio da infecgéo
(representado pelo quadrada na palma do individuo) para o primeiro linfonodo apds esta regido,
linfonodo de drenagem, através do sistema de vasos linfaticos. As linhas beges correspondem ao
sistema de vasos linfaticos e as formas arredondadas aos diferentes linfonodos presentes em

diversos sitios do organismo. Modificado de Abbas e Lichtman, 2003.

1.2 Hormoénios Tireoideanos

Os horménios tireoideanos (HT) sdo capazes de influenciar o funcionamento
de praticamente todos os tecidos do organismo. Eles sao fundamentais durante o
desenvolvimento embrionario e em diversos processos fisioldgicos no individuo
adulto (Zhang e Lazar, 2000).

A glandula tiredide € o sitio de produgao dos HT. Estes s&o derivados iodados
do aminoacido tirosina, sintetizados e secretados pelas células foliculares
tireoideanas (Wolff, 1998). A tiredide sintetiza e libera dois tipos principais de HT,

uma molécula contendo quatro atomos de iodo, a 3,5,3’,5-tetraiodotironina, ou
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tiroxina (T4), € uma com trés atomos de iodo, a 3,5,3’-triiodotironina (T3). Embora a
concentragao sérica de T4 seja cerca de quarenta vezes maior do que a de T3, este
apresenta maior afinidade pelos receptores de HT, sendo o horménio capaz de
exercer atividade biolégica (Yen, 2001).

A maior fonte de T3 circulante deve-se a retirada do iodo da posicdo 5’ do anel
fendlico do T4. Este processo de monodesiodagado € realizado pelas enzimas
desiodases tipo | (D1) e tipo Il (D2) (Bianco et al, 2002). A D1 esta presente em
abundancia em tecidos periféricos como o figado e o rim. Esta proteina é a principal
responsavel pela conversado do T4 a T3 na circulagao, visto que a D1 € uma proteina
integral da membrana plasmatica com o sitio ativo voltado para o citoplasma
(Escobar-Morrele et al,1999; Van der Geyten et al, 2002). Ja a D2 é encontrada,
principalmente, no cérebro, na adeno-hipéfise e no tecido adiposo marrom. O sitio
ativo da D2 também se encontra voltado para o citoplasma, entretanto esta proteina
esta inserida no reticulo endoplasmatico, esta localizacao facilita a conversao do T4
a T3 principalmente para uso intracelular, contudo a acdo da D2 também é capaz de
influenciar a concentragao de T3 sérico (Soutto et al, 1996; Bianco et al, 2002; Maia
et al, 2005).

A maioria dos efeitos exercidos pelo HT se deve a modulacdo da expressao
génica através da ligacao aos receptores de horménio tireoideanos (TR), contudo ha
evidéncias de efeitos ndo-gendmicos dos HT (Lazar, 1993; Davis et al, 2005).

Os TR séao fatores de transcrigao ativados por ligante com um sitio de ligagao
ao HT e um dominio de ligagdo ao DNA em regides promotoras de genes alvos
(Yen, 2003). Existem dois tipos de TR o TRa e o TR, que sédo produtos de dois
genes distintos THRA e THRB, respectivamente. Tanto o produto génico do THRA

como do THRB podem sofrer rearranjo alternativo do RNA mensageiro gerando as
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proteinas TRa1, c-erbAa-2, TRB1, TRB2, TRPB3. Os receptores TRa1, TRB1, TRPB2
ligam o T3z com grande afinidade e desencadeiam os efeitos bioldgicos dos HT
(Cheng, 2000).

Os TR estdo distribuidos de forma ubiqua pelos tecidos do organismo,
contudo sdo expressos de maneira diferenciada de acordo com o tecido e a fase de
desenvolvimento. O TRa1 e o TRB1 sido expressos em praticamente todos os
tecidos, contudo sao particularmente abundantes no figado e no coragéo,
repectivamente. Ja o TRB2 é muito expresso na hipéfise (O’'Shea e Williams, 2002).

Os efeitos dos HT variam de acordo com o tipo celular, assim como a
expressao do TR nos tecidos. Dentre as diversas funcdes dos HT as mais estudadas
estdo correlacionadas ao controle do metabolismo basal, da termogénese e a
promogao de crescimento e diferenciagao celular (Zhang e Lazar, 2000).

Os HT sao cruciais para o controle da homeostase metabdlica. O excesso dos
HT esta associado ao aumento do gasto energético e a perda de massa muscular e
ossea (Ribeiro, 2008). O T3 € um importante estimulador da lipogénese e da lipdlise
hepatica, e nos tecidos adiposos branco e marrom, estimulando enzimas chaves a
estes processos (Yen, 2001; Ribeiro, 2008).

A manutencado da homeotermia esta correlacionada ao metabolismo basal e
produgdo de energia, estando estes diretamente relacionados com a atividade
mitocondrial (Silva, 2006). Os HT estimulam, entre outras, a atividade e expressao
da proteina soédio-potassio ATPase e Calcio-ATPase (Clausen, 2003). Os HT
estimulam o vazamento de prétons, devido ao aumento da expressao de proteinas
desacopladoras mitocondriais, reduzindo a eficiéncia da producdo de adenosina
trifosfato. Sendo assim, os HT regulam os mecanismos fundamentais da

termogénese de maneira direta ou indireta (Silvestri et al, 2005; Silva, 2006).
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Os HT sao fundamentais para o crescimento normal e a maturagao éssea. O
hipotireoidismo na infancia causa deficiéncia no crescimento e atraso da maturacao
o0ssea (Yen, 2001). O excesso de HT também prejudica o crescimento, devido a
fusado prematura das placas de crescimento. Os HT, também, estimulam a produgao
de hormdnio do crescimento por células hipofisarias, (Yen, 2001).

Os HT apresentam papel importante para o desenvolvimento e crescimento
cerebral durante a vida embrionaria e no periodo neonatal (Bernal, 1999. O
hipotireoidismo neonatal pode causar retardo mental ou defeitos neurolégicos
(Zhang e Lazar, 2000). Os HT sao importantes para o crescimento axonal e
arborizagao dendritica (Bernal, 1999).

A sintese e secregdo dos HT sdo reguladas por um sistema de retro-
alimentagao negativa envolvendo o hipotalamo, a hipdfise e a tiredide, formando o
eixo hipotalamo-hipodfise-tiredide (Fliers et al, 2006).

O horménio estimulador da tiredide (TSH, do inglés thyroid stimulating
hormone) é o principal regulador da secre¢do dos HT. Esse horm&nio é critico para
o crescimento e desenvolvimento da glandula tiredide. A ligagdo do TSH ao seu
receptor desencadeia uma cascata de sinalizagado, culminando na regulagdo de
diversos genes associados a sintese dos HT pelas células foliculares tireoideanas,
aumentando a taxa de sintese e secrecao dos HT (Fliers et al, 2006).

A secregao do TSH é estimulada pelo hormdnio liberador de tireotrofina (TRH
do inglés thyrotropin releasing hormone). Este € um neuropeptideo sintetizado no
nucleo paraventricular do hipotalamo. O TRH se liga ao seu receptor presente na
membrana plasmatica dos tireotrofos hipofisarios, estimulando a sintese e a

liberagado do TSH (Dupré et al, 2004).
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Tanto a secrecdo como a sintese do TRH, assim como a do TSH sao
regulados negativamente pelo HT. Um importante mecanismo de regulagdo do TSH
esta associado a reducdo da sensibilidade dos tireotrofos hipofisarios ao TRH,
exercida pelos HT, a qual esta relacionada com a concentracao intracelular de Ts.
Além dos efeitos sobre os tireotrofos, os HT, também, alteram o ritmo de secre¢ao
do TRH. A maior parte do T3 hipofisario é derivado da converséao intra-hipofisaria do
T4 circulante a T3 pela D2 (Bianco, 2002).

A regulacgao da fungao tireoideana pelo eixo hipotalamo-hipéfise-tiredide esta
associada ao balango das concentracbes séricas de T3 e T4. Quando ha uma
reducdo nos niveis plasmaticos de HT, ocorre nos tireotrofos aumento dos niveis de
receptores de TRH, assim como aumenta a sintese de TSH. Alteracbes nas
concentracbes séricas de HT causam alteragbes paralelas e inversas nas
concentragbes de TSH e de TRH, formando a alga de retroalimentagao negativa,
que determina o patamar de secreg¢ao do eixo hipotalamo-hipdfise-tirdide. Outros
fatores, de origem neural ou humoral podem modular este eixo. A regulagéo
hormonal do eixo hipotadlamo-hipéfise-tiredide estd esquematizada na figura 5

(Alkemade et al, 2005; Fliers et al, 2006)

15



Hipotalamo

Vasos

porta-hipofisarios

‘Livre’

T,4T,

Hipdfise

Circulacao v
T,+T,
Ligado + Livre
Figura 5. Representacdo esquematica da regulagao do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide. Adaptado de
Nussey e Whitehead, 2001. O hipotalamo sintetiza e secreta o TRH, este é transportado a adeno-
hipofise pelo sistema de vasos porta-hipofisario, estimulando a sintese e secrecdo do TSH,
aumentando a concentragdo deste horménio na corrente sanguinea. O TSH estimula a spintese e
secrecdo dos HT estimulando o aumento das concentragdes séricas de T; e T4, 0s quais sao
encontrados na corrente sanguinea na forma “livre” (n&o associado a proteinas plasmaticas) ou
associada a proteinas plasmaticas (ligado). Somente a forma livre dos HT é capaz de exercer efeitos

bioldgicos. Os HT inibem a taxa de sintese e secregao do TRH e do TSH.

1.3 Influéncia dos horménios tireoideanos no sistema imunolégico

O sistema imunologico e o sistema neuroendécrino agem de maneira
coordenada a fim de manter a homeostase do organismo. Dentre os diversos
mediadores de integracdo e controle destes sistemas estdo os hormdnios

tireoideanos.
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O timo, 6rgao linféide primario, e o baco, 6rgao linféide secundario,
expressam TRa e TRP (Sakurai et al, 1989; Takeda et al, 1999; Shahrara, 1999;
Villa-Verde et al, 1992).

Células do sistema imunolégico apresentam diferentes formas de TR de
acordo com a fase de desenvolvimento e maturagdo que se encontram (Hastings et
al, 1997; Mascanfroni et al, 2008). A expressao do TRa1 e c-erbAa-2 varia ao longo
do processo de maturagcdo dos linfocitos B (Hastings et al, 1997). Células
dendriticas, maturas e imaturas, assim como, as células epiteliais timicas expressam
TRB1 em maior quantidade que o TRa1 (Villa-Verde et al, 1992; Mascanfroni et al,
2008). Células precursoras hematopoéticas residentes da medula éssea humana
também expressam TRa1 e TRB1 (Grymula et al, 2007).

Os HT parecem exercer papel modulador sobre a hematopoiese. Células
precursoras hematopoéticas CD34" humanas, expressam TRa1 e TRB1 (Grymula et
al, 2007). Células mononucleares do sangue periférico apresentam aumento da
expressdo do RNAm de TRa1 apds o transplante de medula 6ssea (Omazic et al,
2001). Os HT estimulam a eritropoiese humana in vitro e sdo essenciais para a
implementacdo da eritropoiese esplénica murina (Angelin-Ducolos et al, 2005,
Grymula et al, 2007, Kendrick et al, 2008).

Alguns estudos demonstram que animais deficientes em HT ou com delecao
do TRa apresentam deficiéncia no processo de maturacao de linfécitos B na medula
O0ssea, marcadamente por uma redugdo da populagdo de células pro-pré B
(Montecino-Rodriguez et al, 1996; Arpin et al, 2000). Também foi demonstrado que
os HT parecem ser essenciais para a proliferagdo destas células (Foster et al, 1999).

Os HT também afetam a linfopoiese T e parecem exercer um importante

papel na fisiologia timica. A tireoidectomia, assim como o hipotireoidismo no periodo
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neonatal causa atrofia timica e redugdo do numero de leucdcitos periféricos, ja a
administracdo de HT em animais eutireoideos estimula o crescimento do timo
(Pierpoli et al, 1970 appud Marsh e Erf, 1996; Villa- Verde et al, 1993; Rooney et al,
2003; Ribeiro-Carvalho et al, 2007?%). Os HT estimulam a interagdo de timocitos com
células epiteliais timicas, assim como a migracao destes e a producéo de timulina,
hormdnio timico produzido pelas células epiteliais timicas capaz de estimular a
proliferacdo de timocitos e diversas agdes de linfocitos maduros na periferia, além de
modular a produgao de citocinas, (Villa- Verde et al, 1993; Savino e Dardenne, 2000;
Ribeiro-Carvalho et al, 2007°").

Orgdos linféides secundarios e células linféides maduras também s&o
influenciados pelos HT. Animais deficientes em HT ou TRa apresentam menor
celularidade esplénica, o que é acompanhado pela reducdo da populacdo de
linfocitos B residentes. Nos animais TRa” também foi observada a reducdo de
linfécitos T, macrofagos e granuldcitos residentes do bago. A administragao de HT a
células dendriticas imaturas é capaz de estimular a maturagao das mesmas (Arpin et
al, 2000; Angelin-Ducolos et al, 2005; Mascanfroni et al, 2008).

A analise da resposta de linfécitos T e B a mitdgenos in vitro, demonstrou que
células originarias de camundongos hipotireoideos apresentam uma menor resposta
proliferativa, ja em individuos hipertireoideos esta estd aumentada. O mesmo padrao
foi observado para o conteudo de proteina cinase C, importante para o processo de
ativacao linfocitaria (Klecha et al, 2006).

Apesar da estimulagao dos HT sobre o processo de ativagao de linfocitos B a
influéncia destes na resposta humoral ainda é pouco clara. Ha estudos que relatam

um aumento da resposta humoral em individuos hipertiredideos e outros uma
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reducao (Klecha et al, 2000; Bittencourt et al, 2007). A influéncia dos HT na
produgao de citocinas também é conflitante (Klecha et al, 2006; Yao et al, 2007)

Os HT sao capazes de modular diversos parametros da fisiologia
imunoldgica; estudo com animais idosos e adultos demonstrou que a administragao
de tiroxina aos primeiros modula os parametros imunologicos tornando-os
semelhantes aos dos individuos adultos (EI-Shaik et al, 2006).

Embora existam evidéncias da influéncia dos HT sobre o sistema imunolégico

esta interacdo ainda nao esta totalmente elucidada.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa estudar as influéncias do excesso de hormoénio tireoideano

em células do sistema imunoldgico de camundongos machos e fémeas.

2.2 Objetivos Especificos

m Avaliar os efeitos do hipertireoidismo sobre o tamanho e a celularidade timica,

esplénica e dos linfonodos mesentéricos de camundongos machos e fémeas.

m Investigar possiveis variagbes fenotipicas nas populagdes linfocitarias do

baco e dos linfonodos mesentéricos de camundongos machos e fémeas.

m Avaliar as possiveis influéncias do excesso de hormdnios tireoideanos sobre

o processo de maturagao timica de camundongos machos e fémeas
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da estirpe C57BIl/6, com
idades de 21 a 31 dias. Os animais foram fornecidos pelo biotério do Laboratério de
Imunologia Tumoral, e foram supridos com agua e ragao ad libitum e mantidos em
ciclo controlado claro/escuro por 12h, luzes apagadas as 19h, em ambiente com
temperatura controlada, em torno de 24°C. Os animais foram anestesiados com éter
e sacrificados por decapitagdo. O sangue do tronco foi coletado e centrifugado a
3 000xg a 4°C por 15 minutos, para a obtengao de soro, sendo este armazenado a

-20°C, para posterior dosagem de HT séricos por radioimunoensaio especifico.

3.2 Modelo de hipertiroidismo:

O hipertiroidismo foi induzido através da administracdo subcutanea diaria de
triiodotironina (3,5,3’-triiodotironine Sigma — USA), na dose de 5ug/10g de peso
corpoéreo por 14 dias, o sacrificio foi realizado no 15° dia apds o inicio do tratamento,
tendo os animais 36 a 46 dias de vida. Durante todo o periodo de tratamento os
animais foram pesados diariamente e receberam injecdo subcutdanea com 100ul da
solucao de T3, previamente diluida do estoque (0,5mg/ml) em solugao salina estéril
de acordo com a faixa de peso corporal do animal, processo realizado em ambiente
estéril. A manipulacado dos animais foi realizada sempre na mesma faixa horaria. Os
animais do grupo controle foram pesados e receberam injegcdo subcutdanea com
100ul da solugdo de dissolugao do T3 diluida em salina estéril, obtendo-se uma

concentracao final de NaOH de 2,5mN.

21



3.3 Obtencédo das células:

O bacgo, o timo, a cadeia de linfonodos mesentéricos foram removidos com
auxilio de pingas cirurgicas. Os 6rgaos foram pesados, cortados e macerados sobre
uma rede de nylon imersa em meio de cultura (RPMI-1640 - Sigma-Aldrich) ou
solucdo salina (0,9% NaCl- Merck) suplementada com 10% de soro fetal bovino
(SFB - Gibco). A solugao contendo as células foi centrifugada por 6 minutos a 200xg
e ressuspendida em 3 ml de meio de cultura ou salina suplementada com 10% de

SFB.

3.4 Expressao de moléculas de superficie:

As células obtidas logo apés o sacrificio foram analisadas quanto a expressao
das seguintes moléculas de superficie: CD45(B220), CD4 ou CD8. Para tal 5.10°
células foram incubadas com concentragbes saturantes de um dos seguintes
anticorpos: anti-CD45 murino acoplado ao fluorocromo R-ficoeritrina (RPE -
Southern Biotechnology Associates), anti-CD4 murino acoplado ao fluorocromo
proteina clorofila piridina (PerCP - BD Pharmagen), anti-CD8 murino acoplado ao
fluorocromo fluoresceina (FITC - Southern Biotechnology Associates), por 30 min a
4°C. As células foram lavadas e ressuspendidas em tampdo salina fosfato
suplementado com 5% de soro fetal bovino. Apds este processamento as células
foram analisadas por citometria de fluxo. Foram adquiridos 10 000 eventos no
citbmetro de fluxo FACScan, durante a aquisicdo a populagdo celular
correspondente as hemacias foi excluida da janela de aquisicdo. Os dados foram
analisados utilizando o programa WinMDI 2.9, para a analise da expressao de
moléculas de superficie somente foram analisandas as células presentes na regido

com tamanho e celularidade especifica, correspondente aos linfécitos.
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3.5 Contagem de leucodctios, timdcitos e hemacias esplénicas

A determinacgao da quantidade total de leucdctios do linfonodo mesentérico ou
baco, timdcitos e hemacias esplénicas foi realizada através da contagem das
repectivas populagdes celulares presentes no macerado de cada o6rgao
correspondente através da camara de Neubauer. Para tal, a solugdo contendo as
células do linfonodo mesentérico, baco ou timo foi diluida em solugao salina 1:20,
desta diluicdo foram retiradas 10uL, os quais foram adicionados a camara de
Neubauer e nesta foi lida ao microscopio 6ptico o numero de células presente nos
quatro quadrantes. O valor total de leucdctios do linfonodo mesentérico ou baco,
timocitos e hemacias esplénicas foi obtido multiplicando o niumero de hemacias
encontradas pelo fator da camera de Neubauer (10%), este valor foi multiplicado por
20 (indice de correcao da diluicao) e pelo volume total da solugdo contendo as

células do linfonodo mesentérico, bago ou timo, respectivamente.

3.6 Medida da concentracao sérica de triiodotironina

A concentracdo sérica de T3 total foi mensurada utilizando-se o kit de
radioimunoensaio comercial com anticorpo aderido na parede (T3 da MP-
Biochemical - cat.06B-254215), de acordo com protocolo do fabricante. Os limites
minimo e maximo de sensibilidade informado pelo fabricante sdo de 50ug/dL, e
800ug/dL, respectivamente. O cociente de variagao intraensaio foi de 1,5% e o
coeficiente de variagao interensaio foi de 3,1%, foi utilizado o ponto de 100ug/dL da

curva padrao para o para o calculo interensaio.

3.7 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram analisados utilizando o teste t ndo pareado ou

Mann Whitney; somente foram considerados estaticamente significativos os valores
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de p<0,05. Todos os resultados sao expressos como média £ erro padrao e, quando
apropriado, sdao também mostrados experimentos representativos. Os calculos
estatisticos foram efetuados utilizando o programa GraphPad Prism versao 4

(GraphPad Software, San Diego Califérnia USA).
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4. RESULTADOS

4.1 Quantificacdo da concentracao seérica de triiodotironina total.

O modelo utilizado para a inducédo de hipertiroidismo foi eficiente, uma vez
que resultou no aumento da concentragao sérica de T3 total de maneira significativa
nos camundongos de ambos os sexos, aproximadamente 3,8 vezes em machos e

de 3,2 vezes em fémeas (p=0,0001 e p=0,0004, respectivamente, teste T né&o

pareado).
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Figura 6: Concentragao sérica de T; total em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B).
Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias,
sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna
vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média + erro
padrao de 9 experimentos independentes para ambos os sexos; **p=0,0001, * p=0,0004 em relagao

ao grupo controle, teste T paramétrico ndo pareado
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4.2 Efeito do hipertiroidismo sobre o peso do baco.

Os animais hipertiredideos apresentaram aumento significativo do peso
esplénico (figura 7). Este incremento foi observado em camundongos de ambos os
sexos, em machos o excesso de T3 induz um aumento de 2 vezes o peso do baco,
ja nas fémeas este aumento € menor acentuado, cerca de 1,4 vez (p<0,0001,

p=0,0006; respectivamente, teste T ndo pareado).
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Figura 7: Peso do bago em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B). Animais com
idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15°
dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais
sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média + erro padrdo, de 9 experimentos
independentes para ambos os sexos; **p<0,0001, *p=0,0006 em relagdo ao grupo controle, teste T

nao-pareado.
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4.3 Efeito do hipertiroidismo sobre a celularidade do bacgo.

O peso do bago aumentou significativamente em camundongos
hipertiredideos de ambos os sexos (figura 7), contudo o incremento da celularidade
esplénica s foi significativo nos camundongos machos (cerca de 1,5 vez, p=0,038,
teste de T ndo pareado). As fémeas hipertiredideas apresentam tendéncia ao

aumento da celularidade, contudo este nao foi significativo (figura 8).
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Figura 8: Celularidade dos leucécitos esplénicos em camundongos machos (painel A) e fémeas
(painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14
dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna
vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média + erro

padrdo de 8 experimentos independentes para machos e 9 para fémeas; *p=0,038 em relagédo ao
grupo controle, teste T ndo-pareado.
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4.4 Populacédo de hemécias do bago de camundongos hipertiredideos.

Ao avaliar o numero de hemacias do bago observamos tendéncia ao aumento
da celularidade nos machos e nas fémeas hipertiredideos (aumento de
aproximadamente 1,4 vez e 2,3 vezes, respectivamente). Contudo somente nas
fémeas hipertiredideas o aumento foi significativo (p=0,0213, teste T paramétrico e

nao pareado, figura 9).
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Figura 9: Numero de hemécias do bago em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B).
Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias,
sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna
vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média * erro
padrdo de 5 experimentos independentes para machos e 4 para fémeas; *p= 0,0213, teste T

paramétrico e nao-pareado .
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4.4 Populacéo de linfécitos B esplénicos de animais hipertiredideos.

A fim de avaliar a influéncia do hipertireoidismo sobre a populagao de células
do sistema imunoldgico em 6rgaos linféides secundarios, investigamos a proporgéao
de linfocitos B esplénicos em relacio ao total de leucécitos do baco.

Os machos hipertiredideos apresentaram reducgéao significativa da proporgao
de linfécitos B esplénicos (aproximadamente 10% menor, p=0,026, teste Mann
Whitney; figuras 10 e 11). Apesar de padrao semelhante ter sido observado nas
fémeas hipertiredideas, ndo houve alteragao significativa na proporgéao de linfocitos

B destas (figuras 10 e 11)
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Figura 10: Expressao de B220 (CD45) em esplendcitos de camundongos machos (painéis A e C) e
fémeas (painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc,
durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Animais do grupo controle
(painéis A e B); animais sob tratamento (painéis C e D). A figura corresponde a experimento
representativo de 6 experimentos independentes para machos e 7 animais para fémeas. M1

corresponde a regido com fluorescéncia correspondente a marcagdo especifica do anticorpo
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associado ao fluorocromo. Valores correspondem a porcentagem da populagéo de esplendcitos B220
positivos (CD45"), linfécitos B.
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Figura 11: Expressao de B220 (CD45) em relacdo a populagéo total de esplendcitos de camundongos
machos (painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T;
5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-
animais do grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Valores
correspondem a média + erro padrao de 6 experimentos independentes para machos e 7 para
fémeas. *p=0,026 em relagao ao grupo controle, teste Mann Whitney.
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4.5 Populacéo de linfocitos T esplénicos de animais hipertiredideos.

Como o excesso de T3 foi capaz de modular a proporcéo de linfécitos B
esplénicos em relagdo ao total de esplendcitos, avaliamos se o hipertireoidismo
também exerceria efeito imunomodulatério sobre as proporcdes de linfécitos T
auxiliadores e citotoxicos do baco.

Camundongos machos e fémeas hipertiredideos apresentam as proporgoes
de linfécitos T auxiliadores (figuras 12 e 14) e citotoxicos (figuras 13 e 15)

semelhantes ao observado nos individuos eutiredideos.

Machos Fémeas
A B
- <
oo
n . M1 MA
(] ! [ !
= 12% 15%
©
(@)
()] o : : , . o . . A )
o 100 {01 {02 103 104 100 {01 102 103 1o4
o)
o) C D
=T
El¢® 3
Z
. M1 M1
10% | 4%
O T T T M . (o] T T r 1
100 {01 102 103 104 100 101 102 103 o4

Fluorescéncia do anti-CD4 (log)

Figura 12: Expressdo de CD4 em esplendcitos de camundongos machos (painéis A e C) e fémeas
(painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante
14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle
(painéis A e B); HIPER-animais sob tratamento (painéis C e D). Figura corresponde a experimento
representativo de 4 experimentos independentes para machos e 5 para fémeas. M1 corresponde a
regido com fluorescéncia correspondente a marcagdo especifica do anticorpo associado ao
fluorocromo. Valores correspondem a porcentagem da populagdo de esplendcitos CD4 positivos,

linfécitos T auxiliadores.
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Figura 13: Expressdo de CD8 em esplendcitos de camundongos machos (painéis A e C) e fémeas
(painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g PC/ dia, sc, durante
14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle
(painéis A e B); HIPER-animais sob tratamento (painéis C e D). Figura corresponde a experimento
representativo de 4 experimentos independentes para machos e 5 para fémeas. M1 corresponde a
regido com fluorescéncia correspondente a marcagdo especifica do anticorpo associado ao
fluorocromo. Valores correspondem a porcentagem da populagdo de esplendcitos CD8 positivos,

linfocitos T citotdxicos.
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Figura 14: Expressao de CD4 (linfécitos T auxiliadores) em esplendcitos de camundongos machos

(painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/

dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do

grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Valores correspondem

a média % erro padrao de 4 experimentos independentes para machos e 5 para fémeas.
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Figura 15: Expressao de CD8 (linfocitos Tcitotoxicos) em esplendcitos de camundongos machos

(painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/

dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do

grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia). Valores correspondem

a média * erro padrao de 4 experimentos independentes para machos e 5 para fémeas.
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4.7 Efeito do hipertireoidismo sobre o peso do linfonodo.

Como o hipertiredidismo foi capaz de induzir aumento do peso esplénico,
avaliamos se este efeito seria restrito ao bago ou comum aos demais 6rgaos
linféides secundarios, como os linfonodos mesentéricos.

O hipertireoidismo parece ndo modular o peso do linfonodo mesentéricos em
camundongos de ambos os sexos, contudo ha tendéncia ao aumento do peso em

machos (figura 16).
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Figura 16: Peso dos linfonodos mesentéricos em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel
B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias,
sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Os valores correspondem a média + erro

padrao de 5 experimentos independentes para cada grupo em ambos 0s sexos.

34



4.8 Efeito do hipertiroidismo sobre a celularidade do linfonodo.

Assim como ocorreu em relagdo ao peso dos linfonodos mesentéricos, a
celularidade dos animais hipertireéideos foi semelhante a dos animais eutireéideos

em camundongos machos e fémeas (figura 17).
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Figura 17: Celularidade dos linfonodos mesentéricos em camundongos machos (painel A) e fémeas
(painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14

dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Os valores correspondem a média + erro

padréo de 5 experimentos independentes para cada grupo em ambos 0s sexos.

35



4.9 Populacédo de linfécitos B do linfonodo de camundongos hipertiredideos .
O hipertireoidismo parece nao afetar a propor¢cao de linfécitos B em relacéo
ao total de linfécitos residentes do linfonodo mesentérico tanto em fémeas como em

machos (figura 18 e 19).
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Figura 18: Expressao de B220 (CD45) em linfécitos do linfonodo de camundongos machos (painéis A
e C) e fémeas (painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g PC/
dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do
grupo controle (painéis A e B); HIPER-animais sob tratamento (painéis C e D). Figura corresponde a
experimento representativo de 5 experimentos independentes para machos e 4 para fémeas. M1
corresponde a regidao com fluorescéncia correspondente a marcagdo especifica do anticorpo
associado ao fluorocromo. Os valores correspondem a porcentagem da populacédo de esplendcitos
B220 positivos (CD45"), linfécitos B.
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Figura 19: Expressao de B220 (CD45) em linfécitos do linfonodo de camundongos machos (painel A)
e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g PC/ dia, sc,
durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Os valores correspondem a

média £ erro padrao de 5 experimentos independentes para cada grupo em machos e 4 experimentos
independentes para cada grupo em fémeas.
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4.9 Populacédo de linfocitos T do linfonodo de camundongos hipertiredideos .

A proporcdo da populacédo de linfécitos T originarios do linfonodo de
camundongos de ambos os sexos (figuras 20 a 23) parece nao ser afetada pelo
hipertireoidismo, assim como observado para linfocitos T esplénicos (figuras 11 a
14), apesar da tendéncia a redugdo da proporgcdo de linfécitos T auxiliadores e

citotoxicos em camundongos fémeas hipertiredideas (figuras 20 a 23, painel B e D).
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Figura 20: Expressdo de CD4 em linfocitos do linfonodo mesentérico de camundongos machos
(painéis A e C) e fémeas (painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T,
5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-
animais do grupo controle (painéis A e B); HIPER-animais sob tratamento (painéis C e D). A figura
corresponde a experimento representativo de 4 experimentos independentes para machos e 3 para
fémeas. M1 corresponde a regidao com fluorescéncia correspondente a marcagédo especifica do
anticorpo associado ao fluorocromo. Os valores correspondem a porcentagem da populagdo de

esplendcitos CD4 positivos, linfécitos T auxiliadores.
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Figura 21: Expressdo de CD8 em linfocitos do linfonodo mesentérico de camundongos machos
(painéis A e C) e fémeas (painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T,
5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-
animais do grupo controle (painéis A e B); HIPER-animais sob tratamento (painéis C e D). A figura
corresponde a experimento representativo de 4 experimentos independentes para machos e 3 para
fémeas. M1 corresponde a regidao com fluorescéncia correspondente a marcagédo especifica do
anticorpo associado ao fluorocromo. Valores correspondem a porcentagem da populagdo de

esplendcitos CD8 positivos, linfécitos T citotoxicos.
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Figura 22: Expressdo de CD4 em linfocitos do linfonodo mesentérico de camundongos machos
(painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/
dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Os valores
correspondem a média * erro padrdo de 4 experimentos independentes para machos e 3
experimentos independentes para fémeas.
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Figura 23: Expressdo de CD8 em linfocitos do linfonodo mesentérico de camundongos machos
(painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g PC/
dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Os valores
correspondem a média * erro padrao de 4 experimentos independentes para cada grupo em machos
e 3 experimentos independentes para cada grupo em fémeas.
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4.10 Efeito do hipertiroidismo sobre o peso do timo.
Os machos hipertiredideos apresentaram aumento significativo no peso do
timo (cerca de 1,2 vez, p=0,061, teste T ndo pareado), contudo este parametro

parece nao ser afetado nas fémeas hipertiredideas (figura 24).
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Figura 24: Peso do timo em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B). Animais com
idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15°
dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais
sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média + erro padrdo de 8 experimentos

independentes em ambos os sexos. *p=0,0061, teste T n&o pareado.
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4.11 Efeito do hipertiroidismo sobre a celularidade do timo.

A celularidade do timo (figura 25) em resposta ao hipertireoidismo apresentou
0 mesmo padrao observado em relagédo ao peso deste 6rgdo em ambos 0s sexos
(figura 24). A celularidade dos camundongos machos hipertiredideos estava
significativamente aumentada em relagdo aos animais controle (cerca de 1,9 vez,
p=0,0287, teste T ndo pareado). Em fémeas o hipertiroidismo parece nao induzir

alteracgdes na celularidade timica (figura 25).
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Figura 25: Celularidade do timo em camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B). Animais
com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no
15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna vazada); HIPER-
animais sob tratamento (coluna cheia). Os valores correspondem a média + erro padréo de 6

experimentos independentes para machos e 5 para fémeas; * p=0,0287, teste T nao pareado.
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4.12 Influéncia do hipertireoidismo sobre as subpopula¢cdes de timocitos.

Como o hipertireoidismo constitui um estimulo trofico ao timo de machos
(figuras 24 e 25) avaliamos se este seria capaz de influir no processo de maturagao
timica modulando a proporgdo das subpopulagbes de timécitos duplo negativo,
duplo positivo e simples positivo em relacao ao total de timdcitos.

Camundongos machos e fémeas hipertiredideos nao apresentaram alteragao
na proporgao das subpopulagbes de timécitos duplo negativo, duplo positivo e
simples positivo em relagao ao total de timdcitos (figuras 26 e 27).

A correlagado entre a proporgdo de cada subpopulagao (figuras 26 e 27) e a
celularidade timica (figura 25) permite avaliar o numero absoluto de timécitos em
cada um dos estagios de maturacao (figura 28). Este parametro revelou aumento de
todas as subpopulagbes do timo de camundongos machos, contudo de maneira
significativa somente nas subpopula¢des duplo positivo (2,1 vezes, p=0,026 teste
Mann Whitney) e simples positivo CD8" (1,9 vez, p=0,026 teste Mann Whitney); o
aumento médio dos demais grupos foi na mesma faixa, contudo, devido a maior
variabilidade, ndo chegaram a ter expressao estatistica. As fémeas hipertiredideas
nao apresentaram alteragbes do numero absoluto das subpopulacdes de timécitos

com expressao estatistica (figura 28, painel B).
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Figura 26: Expressédo de CD4 e CD8 em timécitos de camundongos machos (painéis A e C) e fémeas
(painéis B e D). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante
14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. Animais do grupo controle (painéis A
e B); animais sob tratamento (painéis C e D), quadrante esquerdo baixo: timécitos duplo negativo
(CD4°CD8); quadrante direito alto: timdcitos duplo positivos (CD4°CD8"); quadrante esquerdo alto:
timocitos simples positivos CD4 (CD4°CD8"), quadrante direito baixo: timécitos simples positivos CD8
(CD4°CD8"). A figura corresponde a experimento representativo de 6 experimentos independentes
para machos e 4 experimentos independentes para fémeas.
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Figura 27: Expressdo de CD4 e CD8 em timoécitos de camundongos machos (painel A) e fémeas
(painel B). Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14
dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna
vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna cheia); DN: timdcitos duplo negativo (CD4 ' CD8); DP:
timdcitos duplo positivos (CD4"CD8"); SP: timdcitos simples positivos (CD4°CD8 ou CD4CD8"). Os
valores correspondem a média + erro padrdo de 6 experimentos independentes para machos e 4

experimentos independentes para fémeas.
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Figura 28: Numero absoluto da subpopulagéo de timécitos em relagcéo a expressado de CD4 e CD8 em
timécitos de camundongos machos (painel A) e fémeas (painel B). Animais com idades entre 21 e 31
dias tratados com T3 5ug/10g PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre
36 e 46 dias. CTR-animais do grupo controle (coluna vazada); HIPER-animais sob tratamento (coluna
cheia); DN: timécitos duplo negativo (CD4'CD8); DP: timdcitos duplo positivos (CD4°CD8"); SP:
timocitos simples positivos (CD4"CD8 ou CD4°CD8). Os valores correspondem a média + erro
padrdo de 6 experimentos independentes para machos e 4 experimentos independentes para

fémeas; *p=0,026, teste Mann Whitney.
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A tabela abaixo resume todos os resultados obtidos.

Baco Mac_hos_ _ Fémeas_ _
controle | hipertiredideo | controle | hipertiredideo
Peso (mg) 7615 147+8*** 6812 100£7**
Celularidade dos leucdcitos (células.1 07) 711 10+2* 611 811
Expresséo de B220 (%) 62+3 50+4* 66+2 60+3
Expresséo de CD4 (%) 15+2 14+2 16+1 15+0,4
Expresséo de CD8 (%) 812 811 1011 10+2
Celularidade dos eritrdcitos (células.10”) 4+1 511 3+1 7+1*
Li ‘s Machos Fémeas
infonodos Mesentéricos - —— - —
controle | hipertiredideo | controle | hipertiredideo
Peso (mg) 4015 509 4116 3412
Celularidade (células.10") 311 311 3+1 412
Expresséo de B220 (%) 514 4742 50+2 40+16
Expresséo de CD4 (%) 34+3 311 31+3 2315
Expresséo de CD8 (%) 1543 173 1811 14+3
Timo Maqhos_ _ Fémeas. _
controle | hipertiredideo | controle | hipertiredideo
Peso (mg) 6314 786 67,415,4 69,3+9,8
Celularidade dos timdcitos (células.107) 811 15+3 10,5+2,9 10,7+2,8
Expressédo de CD4/8 (%) - subpopulacdes
Duplo Negativa CD4-CD8- (%) 51 50,4 51 61
Duplo Positiva CD4+CD8+ (%) 78+2 79+1 7712 7712
Simples Positiva CD4+CD8- (%) 10+1 9+1 1241 1142
Simples Positiva CD4-CD8+ (%) 7+1 7+1 611 7+0,3
Numero absoluto (células.1 07) — subpopulagdes
Duplo Negativa CD4-CD8- 0,4+0,1 0,940,2 0,4+0,09 1+0,5
Duplo Positiva CD4+CD8+ 7+0,1 13+3* 510,5 1315
Simples Positiva CD4+CD8- 0,6+0,1 2+0,5 0,8+0,2 2+1
Simples Positiva CD4-CD8+ 0,6+0,1 1,1+0,07* 0,4+0,08 111

Tabela 1 — Resumo dos resultados. Animais com idades entre 21 e 31 dias tratados com T; 5ug/10g
PC/ dia, sc, durante 14 dias, sacrificados no 15° dia, com idades entre 36 e 46 dias. *p<0,05;

** p=0,0006; ***p<0,0001 valores de significancia em relagao ao grupo controle correspondentes do
mesmo Sexo.
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5. DISCUSSAO

Estudos correlacionando a glandula tiredide, os hormdnios tireoideanos com o
sistema imunoldgico existem ha mais de um século, contudo esta interagdo ainda é
pouco clara (Axelrod e Berman, 1951; Shrewsbury e Reinhardt, 1955; Alexander e
Bisset, 1961). Os HT influenciam diversos parametros da fisiologia imunoldgica
como a fisiologia timica (Savino e Dardenne, 2000), a hematopoiese (Foster et al,
1999; Dorshkind e Horseman, 2000; Arpin et al, 2000; Grymula et al, 2007), além da
modulagao de érgéos linféides secundarios e de células maduras (Klecha et al, 2006
Nakamura et al, 2007; Yao et al, 2007, Mascanfroni et al, 2008).

Células e o6rgdos do sistema imunoldgico contém TR, demonstrando a
posibilidade de influéncia direta dos HT sobre este sistema. A expressdo das
diferentes isoformas de TR varia de acordo com a fase de desenvolvimento e estado
de maturagdo em que as células do sistema imunoldgico se encontram (Villa-Verde
et al, 1992; Hastings et al, 1997, Mascanfroni et al, 2008). Neste contexto, a
expressado de TRa1 oscila ao longo do processo de maturagéo do linfocitos B, sem
contudo apresentar um padrdo claro (Hastings et al, 1997). Células dendriticas
maduras e imaturas, assim como as ceélulas epiteliais timicas expressam TRB1 em
maior quantidade que o TRa1 (Villa-Verde et al, 1992; Mascanfroni et al, 2008).
Células precursoras hematopoéticas humanas, CD34", também expressam TRa1 e
TRB1 (Grymula et al, 2007). Além disso, células mononucleares do sangue periférico
apresentam um aumento da expressdo do RNAm de TRa1 apds o transplante de
medula 6ssea (Omazic et al, 2001).

A influéncia dos HT sobre o sistema imunoldgico foi demonstrada em estudos
com modelos experimentais deficientes para hormoénios tiredideos e TR, estes

apresentaram quadros de deplegdo imunologica (Dorshkind e Horseman, 2000;

48



Arpin et al, 2000; Foster et al, 1999). Em animais Snell dwarf (dw/dw), que
apresentam mutagdo no fator de transcricdo pit 1, o que causa deficientes na
producao de prolactina, horménio do crescimento, TSH e HT, o timo & hipoplasico e
apresenta reducao da populacao de timdcitos duplo positivo; a linfopoiese B também
€ afetada, com reducéo da frequéncia de células B220 positivas, além da depressao
da reposta humoral a antigenos dependentes da resposta T (Dorshkind e Horseman,
2000).

Animais hipotiredideos e Pax8” (modelo de hipotireoidismo congénito)
apresentam o bago mais leve e hipoplasico, quando comparados a animais
eutireoideos, e o tratamento com HT é capaz de induzir aumento destes parametros
(Angelin-Duclos et al, 2004; Nakamura et al, 2007). Esses trabalhos demonstraram a
importancia dos HT para a manutencado do peso e celularidade esplénica dentro da
faixa de normalidade, neste contexto decidimos investigar a influéncia do excesso de
HT sobre esses parametros do baco.

O presente trabalho demonstrou que o hipertiroidismo foi capaz de induzir
aumento do peso e celularidade esplénica. Entretanto estes efeitos foram mais
marcantes nos machos, levando a crer que ha algum fator associado ao sexo que
influencie as a¢des dos HT no sistema imunoldgico.

A associagao dos estudos anteriores em animais hipotiredideos e dos dados
aqui reportados levam a crer que os HT constituem potente estimulo tréfico ao bago
murino, visto que em situacdes de deplecao e excesso deste hormbnio o peso € a
celularidade do baco reduz e aumenta, respectivamente.

Visto que o excesso de HT foi capaz de induzir hiperplasia e hipertrofia do
baco avaliamos se estes parametros estavam associados a modulagdo das

populacdes linfocitarias esplénicas.
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Nossos dados demonstraram que o excesso de HT foi capaz de reduzir
significativamente a populagéo de linfécitos B maduros e imaturos, B220", residentes
do bago em machos. Contudo, nas fémeas, a proporcdo destes linfocitos nao
apresentou reducgao significativa, demonstrando a hipétese que a influéncia dos HT
sobre o0 bago esta associada a fatores ligados ao sexo.

Em relacdo a populacao de linfocitos B esplénicos em animais hipotiredideos
e TRa” estudos anteriores demonstram a reducao da proporcao destes em relagao
ao total de esplendcitos (Arpin et al, 2000; Rooney et al, 2003; Nakamura et al,
2007), assim como foi reportado por ndés no presente trabalho, utilizando animais
hipertiredideos.

Em principio os dados reportados no quadro de deficiéncia de HT, e os
nossos de excesso destes, sobre a populacdo de linfocitos B do baco parecem
conflitantes, contudo acreditamos que a reducdo deste parametro seja devido a
influéncia do HT sobre processos imunoldgicos distintos. O prejuizo na linfopoiese
medular parece ser o principal fator responsavel pela redugdo da populagdo de
linfocitos B em animais TRa” e hipotiredideos, visto que estes apresentam
deficiéncia na linfopoiese B, marcadamente pela redugcao de células pré/pré-B da
medula dssea (Montecino-Rodriguez et al, 1996; Arpin et al, 2000; Angelin-Duclos et
al, 2005). Ja a reducdo da populagcdo de linfécitos B esplénicos, observada no
presente trabalho, pode estar associada ao processo de diferenciacdo destes
linfocitos.

Klecha e colaboradores (2006) demonstraram haver maior conteudo de
proteina cinase C, importante para o desencadeamento da cascata de sinalizagao
de ativacdo linfocitaria, nos linfocitos B esplénicos originarios de animais

hipertiredideos e a resposta proliferativa aumentada apds a estimulagdo por
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mitdgenos em ensaios in vitro utilizando linfocitos originarios de animais
hipertiredideos. Ja linfécitos oriundos de animais hipotiredideos apresentam reducao
da resposta proliferativa apés estimulagdo imunolégica (Klecha et al, 2006;
Schoenfeld et al, 1995; Chatterjee et al, 1983) Neste contexto, o excesso de HT
parece agir estimulando o processo de diferenciagcdo dos linfocitos B. Os
plasmécitos, estado final de maturagdao e diferenciacdo celular dos linfécitos B,
deixam de expressar a molécula B220 (Justement, 2001), utilizada como marcador
da populacao de linfécitos B esplénicos neste trabalho. Sendo assim, a reducéo da
populagédo B220" esplénica que encontramos nos animais hipertireoideos pode estar
associada ao aumento da populacéo de plasmadcitos no baco.

A estimulacdo do processo de ativagao dos linfécitos B também pode
desencadear aumento da migracao destes para o6rgdos periféricos, induzindo
aumento da populagao linfocitaria do sangue e de sitios de infecgcédo. Este estimulo
migratorio ocorre fisiologicamente em processos de infecgdo por patégenos (Abbas
e Lichtman, 2003). Portanto, o estimulo ao processo de ativagdo de linfocitos B
poderia ser o responsavel pela reducao da populagao de linfocitos B esplénicos nos
animais hipertiredideos.

Mihara e colaboradores (1999) demonstraram que a tiroxina e a triiodotironina
induzem apoptose de linfécitos em ensaios in vitro. Assim, a redugcao da populacao
de linfécitos B dos animais hipertiredideos, também, poderia ser devido a este efeito
indutor de apoptose dos HT. Contudo, a propor¢cdao dos linfécitos T, tanto
auxiliadores como citotoxicos, ndo foi alterado, sendo assim esta hipotese nao
explica totalmente os efeitos observados neste trabalho.

Estudos com animais hipotiredideos relatam efeitos contraditorios sobre a

populacdo de linfocitos T esplénicos, podendo induzir reducdo ou aumento da
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mesma (Rooney et al, 2003, Nakamura et al, 2000; Erf, 1993). Nossos dados em
animais hipertiredideos demonstraram que o excesso de HT nao foi capaz de
modular a proporcado dos linfécitos T auxiliadores e nem dos citotdxicos; contudo,
houve aumento do seu numero total, concordando com dados anteriores que
demonstram a modulagado dos HT sobre a resposta linféide T (Klecha et al, 2006,
Schoenfeld et al, 1995; Erf,1993). Sendo assim a n&o alteragdo da proporgao dos
linfocitos T esplénicos ndo esta associado a incapacidade de resposta destes ao
excesso de HT.

O hipertireoidismo induziu o aumento da celularidade esplénica, associada a
redugéo da populacdo B220", que é composta no baco pelos linfocitos B imaturos e
maduros, sem contudo afetar a proporcédo de linfocitos T auxiliadores e citotoxicos.
Devido ao aumento da celularidade total, alguma populagao de leucécitos deve estar
aumentada, como os linfocitos natural killer, que ndo foram avaliados neste trabalho.
Sendo assim, nossos resultados levam a crer que o hipertireoidismo afetou toda a
populacao de leucdcitos.

E possivel, também, que nos animais hipertiredideos tenha ocorrido a
estimulacao da mielopoiese da medula dssea. Sendo assim, a maturacao de células
da linhagem mieldide estaria aumentada, o que acarretaria acréscimo do numero de
macrofagos, monécitos e granulécitos residentes em 6rgaos linféides secundarios,
como o bago. Por conseguinte, a analise da propor¢do de linfocitos B estaria
reduzida em relagdo ao maior numero de leucécitos totais.

Precursores de linfécitos B sdo encontrados no bago que é um sitio
hematopoético até a quarta semana de vida pds-natal em murinos (Rolink et al,
1993). Em determinadas situagbes patolégicas o bago pode voltar a ser um sitio

hematopoiético, desta forma o hipertireoidismo poderia agir como estimulo positivo a
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hematopoiese esplénica, induzindo o aumento da mielopoiese e eritropoiese neste
orgao. Este padrao resultaria na reducgao relativa do numero de linfécitos B, assim
como foi sugerido para a medula 6ssea. O aumento do numero de heméacias, que
encontramos, corrobora esta hipotese, visto que este acréscimo pode ser devido ao
incremento da eritropoiese esplénica, cujo progenitor € comum ao das células
mieldides (Abbas e Litchman, 2003).

Como o hipertireoidismo foi capaz de induzir efeitos imunomodulatérios sobre
o bacgo, decidimos avaliar se o0 excesso de HT seria capaz de influenciar outro érgéao
linféide secundario, os linfonodos mesentéricos.

O hipertireoidismo ndo foi capaz de induzir aumento do peso ou da
celularidade dos linfonodos mesentéricos, contudo existem descricdes de que estes
parametros se encontram aumentados em linfonodos subcutaneos de animais
hipertiredideos (Ribeiro-Carvalho et al, 2007°). No entanto ja foram reportadas
respostas imunoldgicas diversas em linfonodos subcutdneos e mesentéricos
(de Meis et al, 2008; Bajénoff et al, 2007).

A reducado da populagédo de linfocitos B ndo foi comum a todos os 6rgaos
linféides secundarios, ja que esta s6 foi observada no bago, visto que o perfil
populacional das células B220" dos linfonodos em animais hipertiredideos
permaneceu semelhante ao encontrado nos individuos eutireoideos.

Sendo assim, nossos dados levam a crer que a influéncia dos HT sobre os
orgaos linféides secundarios pode estar associada a modulagéo exercida por esse
sobre fatores teciduais especificos, como a liberacdo local de citocinas e a
expressao de receptores de citocinas pelas células estromais e linféides de maneira

diferencial de acordo com o 6rgao linféide secundario.

53



Além dos HT produzirem efeitos sobre o perfil da populacao de linfécitos do
baco, também, parecem modular a eritropoiese esplénica. O hipotireoidismo humano
estd associado a algumas formas de anemia (Green e Ng, 1986 appud Angelin-
Duclos et al, 2005). Animais Pax8” e TRa™, com hipotireoidismo intra-uterino, tém
deficiéncia na eritropoiese esplénica (Angelin-Duclos et al, 2005, Kendrick et al,
2008). Animais hipotiredideos apresentam reducédo da polpa vermelha do bago e
menor hematdcrito (Nakamura et al, 2007). Nossa analise do numero de hemacias
do baco demonstrou aumento deste parametro em animais hipertiredideos, contudo
este aumento s6 chegou a ser significativo nas fémeas. Sendo assim nossos
achados, de aumento do numero de hemacias esplénicas em animais
hipertiredideos, associado aos demais estudos anteriormente reportados levam a
crer que os HT possuem papel crucial para a manutencao da eritropoiese esplénica
murina e possivelmente da medula dssea de humanos.

Além dos efeitos imunomodulatérios sobre células maduras os HT influenciam
a fisiologia timica (Savino e Dardenne, 2000). Animais com hipotireoidismo
apresentam alteracbes das subpopulacdes de timocitos, marcadamente pela
reducéo dos timécitos simples positivos CD8", levando a crer que os HT influenciam
a diferenciacdo das subpopulagdes de linfocitos T (Dorshkind e Horseman, 2000).
Portanto avaliamos a influéncia do hipertireoidismo sobre a fisiologia timica.

O hipertiroidismo também foi capaz de modular a fisiologia do timo, um 6rgao
linféide primario. N6s demonstramos que o excesso de T3 em camundongos machos
€ capaz de induzir o aumento de peso e celularidade do timo, corroborando achados
de Villa-Verde e colaboradores (1993). Contudo, 0s mesmos parametros
permaneceram inalterados em fémeas hipertiredideas. Esse grupo também reportou

manutencdo da proporcdo das subpopulagdes de timdcitos e aumento do niumero
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absoluto de timécitos em diferentes estagios de maturagao, assim como no presente
trabalho. Entretanto, o presente estudo foi o primeiro a estudar a influéncia do
hipertireoidismo sobre a fisiologia timica em animais de ambos os sexos. Nao
obstante os achados observados no timo de camundongos machos, o
hipertiroidismo ndo induziu alteragdes dos parametros observados nas fémeas no
inicio da puberdade.

Os HT estimulam a proliferagao de precursores linfoides comprometidos com
a linhagem B na medula éssea (Montecino-Rodriguez et al, 1996) e modulam o
enderegamento de linfécitos recém saidos do timo (Ribeiro-Carvalho et al, 2007?),
levando a crer que os HT influenciam a populacdo dos precursores linféides e sao
capaz de modular a migracdo de células linféides. Sendo assim, os efeitos
hipertréficos e hiperplasicos observado no timo de machos hipertiredideos podem
estar associados ao aumento da migracao de precursores linféides da medula éssea
ao timo, estimulando a linfopoiese T e, conseqlientemente, 0 aumento do numero de
células e tamanho do timo.

O estimulo tréfico exercido pelos HT pode estar associado ao aumento da
sinalizagdo de sobrevivéncia durante o processo de maturagdo dos timécitos. O
hipertireoidismo estimula a producdo de componentes de matriz extracelular por
células epiteliais timicas, nas quais induz a producado de timulina, horménio que
estimula a sobrevivéncia de timdcitos (Villa-Verde et al, 1993). A interagdo dos
timoécitos com as células que compdéem o estroma timico € fundamental para a
diferenciagdo desses e para a sua sobrevivéncia (Savino e Dardenne, 2000). Os
linfécitos imaturos cuja interagdo com as células estromais € inadequada, ou por nao
reconhecé-las de maneira eficiente ou por apresentarem interacdo muito forte,

sofrem apoptose (Takahama, 2006). Sendo assim, a estimulagcdo dos HT sobre
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diversos fatores associados a sinalizagao de sobrevivéncia dos timdcitos pode ser o
principal responsavel pelo aumento do numero de células deste érgao.

Ribeiro-Carvalho e colaboradores (2007°) demonstraram que camundongos
fémeas com 4 semanas de idade, puberes, tratadas durante 30 dias com T3 (adultas
jovens ao final do tratamento) apresentaram aumento do peso e celularidade timica,
acompanhados de subpopulagdes de timodcitos inalteradas, perfil semelhante ao
encontrado em camundongos machos no presente estudo.

Nossos dados associados com os experimentos de Ribeiro-Carvalho e
colaboradores levam a crer que a influéncia exercida pelos HT é dependente ndo s6
de fatores associados ao sexo, como também da duracio do tratamento com HT e a
idade.

Neste contexto é importante ressaltar que os horménios sexuais influenciam a
fisiologia timica. O processo de atrofia timica esta intimamente associado ao inicio
da puberdade e, consequentemente, com os horménios sexuais (Bouman et al,
2005). Tanto os andrégenos como os estrogenos sao capazes de induzir a atrofia
timica e a deficiéncia destes horménios retarda este processo (Hince et al, 2008).
Entretanto, os horménios sexuais parecem induzir efeitos diversos. Os andrégenos
parecem estimular a apoptose de timdcitos, o que resulta em repostas periféricas,
como a atrofia esplénica, ja os efeitos induzidos pelos estrogenos sdo mais
complexos e multifatoriais (Hince et al, 2008). Os estrégenos influenciam n&o so6 a
timopoiese, mas também induzem a reducdao do processo de maturacdo dos
linfécitos B, o qual ocorre na medula éssea (Hince et al, 2008).

O sistema imunolégico humano e murino apresentam dimorfismo sexual,
contudo este ainda nao esta totalmente elucidado. Dentre as diferengas da reposta

imunoldgica entre machos e fémeas estdo o maior conteudo de plasmdcitos e a
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maior produgdo de anticorpos por fémeas apds a imunizagao (Lleo et al, 2008). O
estrogénio é capaz de alterar os mecanismos de indugdo de sobrevivéncia e
ativacao de linfocitos B (Grimaldi et al, 2002). Em conjunto esses dados levam a crer
que os hormdnios sexuais femininos ou uma influéncia genética modulam a fisiologia
dos linfécitos B (Lleo et al, 2008)..

No presente trabalho demonstramos o dimorfismo da resposta ao
hipertireoidismo sobre o repertério populacional de linfocitos B esplénicos, assim
como a reposta diferencial do timo de machos e fémeas ao excesso de HT. Contudo
os fatores associados a estas diferencas ndo s&o claros. E importante ressaltar que
analisamos as repostas de animais no inicio da puberdade, sendo assim & pouco
provavel que a diferenga entre os sexos esteja associada a fungao gonadal. Alguns
fatores de dimorfismo sexual estdo associados a genes codificados pelo
cromossomo X (Lleo et al, 2008), sendo assim as altera¢des aqui relatadas podem
estar associadas ao sexo cromossomial.

De forma geral, nosso trabalho traz contribuicbes importantes para a
compreensao da regulagdo da fisiologia imunolégica pelos HT, num contexto
integrado, in vivo. Demonstramos que o excesso de HT é capaz de modular o perfil
linfocitario de 6rgao linféides periféricos de maneira tecido e sexo dependente, assim
como influenciar a fisiologia timica, levando a crer que a imunomodulagdo dos HT
seja associada a uma complexa rede de fatores, relacionada a componentes
teciduais especificos, como citocinas, e modulada por fatores associados ao sexo.
Contudo os pardmetros responsaveis por esta modulacdo diferencial ainda nao

estio totalmente elucidados.

57



6. CONCLUSOES

No timo, a influéncia trofica exercida pelo excesso de HT € dependente de
fatores associados ao sexo, uma vez que o hipertireoidismo somente foi capaz de

influenciar camundongos machos.

Nos orgaos linféides secundarios, os efeitos induzidos pelo hipertireoidismo
sobre a populacéo linfocitaria madura parecem estar associados a fatores teciduais
especificos de cada 6rgao analisado e ligados ao sexo, ja que a redugdo da

proporcao de linfécitos B somente foi observada no bago de machos.

O excesso de hormodnios tireoideanos € capaz de modular o sistema
imunoldgico tanto de 6rgéo linféides primarios como secundarios. Esta modulagéo
parece sofrer influéncia de fatores associados ao sexo em animais com idade entre
21 e 46 dias.
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