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RESUMO

A relacao tiredide-gbnadas sobre o perfil hematolégico foi investigada
em ratas Wistar adultas castradas e n&o castradas mantidas em
hipotireoidismo induzido pela administragcdo diaria de propiltiouracil por
120 dias. Dois grupos eutiredideos ndo castrado e castrado foram man-
tidos nas mesmas condi¢cdes e serviram como controle. Foram colhidos
o0 plasma para dosagem de T4 livre e o sangue para analise hema-
tolégica. Os valores de T4 livre significativamente menores nas ratas
tratadas confirmaram seu estado hipotiredideo. O hipotireoidismo cau-
sou anemia apenas em ratas com gbénadas funcionais, ja que a cas-
tracdo reverteu os efeitos do déficit de tiroxina sobre o eritrograma.
Tanto o hipotireoidismo quanto o hipogonadismo apresentaram pouco
significado sobre o leucograma. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;
48/2:294-298)
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ABSTRACT

Blood Profile of Hypothyroid Castrated or Intact Adult Female Rats.

The relationship between thyroid-gonads on the blood profile was inves-
tigated in adult Wistar female rats. These animals were either castrated
or intact and were kept under hypothyroidism, induced by daily admin-
istration of propylthiouracil (PTU) during 120 days. Two groups (castrated
and intact) were kept in an euthyroid condition and used as controls. It
was collected plasma for free T4 dosage and blood for hematological
analysis. The significant low values of free T4 in the treated rats confirmed
their hypothyroid state. The hypothyroidism caused anemia in the rats
with functional gonads. The castration reverted the effects of thyroxine
deficit in the erythrogram. Both the hypothyroidism and the hypogo-
nadism showed just a discret effect on the leucogram. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2004;48/2:294-298)
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TODAS AS CELULAS HEMATOPOIETICAS oOriginam-se de células-tronco
pluripotentes da medula Gssea e passam por um processo complexo de
diferenciacdo e maturagdo, envolvendo uma série de mediadores e sina-
lizadores (fatores de crescimento, interleucinas, horménios). Os hor-
monios tireoidianos, com a miriade de seus efeitos fisiologicos, categoriza-
dos em duas amplas classes interdependentes: 1) diferenciacdo e desen-
volvimento celular e 2) metabolismo, influenciam direta ou indiretamente
a hematopoiese (1).

E bem conhecida, por exemplo, a reducio da massa de eritrdcitos e
a diminuigdo dos niveis de eritropoietina no hipotireoidismo (2-4). Entre-
tanto, o0 mecanismo de interferéncia da tiredide na eritropoiese é contro-
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verso, existindo afirmativas que imputam a anemia
uma simples adaptacdo fisioldgica ao decréscimo da
demanda de oxigénio (3) e outras a processos mais
complexos, como a indiferenciacdo eritroide (5), a
reducdo da acdo do &cido retindico no programa de
diferenciacdo eritrdide (6) e a interferéncia na sintese
de eritropoietina (7).

N&o somente a série mieldide das células
hematopoiéticas sofrem influéncia da tiredide. Os hor-
ménios tireoidianos parecem agir como reguladores
obrigatorios e positivos na linfopoiese B primaria (8,9)
e sdo requeridos para a produgdo normal das células B
na medula éssea, pelo controle da proliferacao das célu-
las pr6-B (10), além de estimularem a sintese de nucleo-
proteinas, com conseqiiente aumento do ndmero de
células, principalmente no baco e na medula Gssea.

Além dos hormonios tireoidianos afetarem a
hematopoiese, os esterdides sexuais masculinos e femini-
nos sdo reconhecidos como inibidores da producdo de
linfcitos (11) e afetam o processo de imunorregulacdo
(12,13). Na castragdo de ratos, independente do sexo, ha
aumento do namero de linfGcitos imaturos no timo, com
consequiente aumento periférico das células T e B (14).

Hipotireoidismo e afuncionalidade das gbnadas
¢ uma associacdo freqiente na mulher (15,16) e,
embora a influéncia do eixo tire6ide-gdnadas seja bem
conhecida em varios aspectos (17), é pouco explorada
com relacdo a constituicdo do sangue periférico.
Assim, verificar a influéncia dos horménios sexuais e
tireoidianos sobre o perfil hematoldgico foi o escopo
desse estudo, feito em ratas adultas hipotiredideas
castradas e ndo castradas e seus pares eutiredideos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 ratas Wistar com 2 meses de
idade, alojadas em caixas plasticas (cinco ratas/caixa) e
recebendo racdo comercial (1,4% de célcio, 0,6% de
fosforo e 22% de proteina, além de micronutrientes em
concentragdes adequadas) e agua ad libitum. Os ani-
mais foram separados em quatro grupos de 10 e man-
tidos em regime de 12 horas de luz e 12 horas sem luz.
Em dois grupos, as ratas foram castradas e junto com
seus pares ndo castrados (intactos) foram mantidas em
estado eutiredideo ou hipotiredideo por 120 dias,
constituindo quatro tratamentos, a saber: 1) hipo-
tiredideo castrado; 2) hipotiredideo nao castrado; 3)
eutiredideo castrado e 4) eutiredideo ndo castrado.
As ratas submetidas a castracdo (20 ratas) rece-
beram 0,1mI/100gpv de penicilina G-procaina associada
a estreptomicina, por via intramuscular, 24 horas antes
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da cirurgia. No pré-operatério foi administrado sulfato
de atropina (0,2mg/Kkg), por via subcuténea, e a inducao
anestésica foi conseguida pelo uso concomitante de
Quetalar® (40mg/kg) e Rompum® (10mg/kg), admi-
nistrados por via intramuscular. Foram realizadas duas
incisOes latero-dorsais de aproximadamente 1cm de ex-
tensdo, pelas quais foram exteriorizados 0s cornos uteri-
nos e os ovarios. Apos ligadura dos cornos, seguiu-se a
extirpacdo dos ovarios e a sutura das incisdes cirdrgicas.
As ratas foram acompanhadas diariamente até a recupe-
racdo completa (sete dias), sendo esta 0 marco inicial do
experimento.

O hipotireoidismo foi induzido pela adminis-
tracdo diaria de propiltiouracil (Sigma, USA), na dose
de 1mg/animal, diluido em 5ml de agua destilada, por
sonda orogastrica. A ratas mantidas em estado
eutiredideo receberam 5ml de agua destilada, como
placebo, nas mesmas condiges.

Aos 120 dias foram colhidas, por puncéo cardiaca
e em tubos heparinizados, amostras de sangue de todos
0s animais para analise hematol6gica. Foram determina-
dos o nimero global de eritrocitos e leucdcitos, os valores
do hematdcrito e da hemoglobina, além dos seguintes
indices hematimétricos: volume globular médio (VGM),
hemoglobina globular média (HGM) e concentracédo de
hemoglobina globular média (CHGM). O ndmero rela-
tivo de reticuldcitos (proporcional a 1000 hemécias) foi
estabelecido em esfregacos corados pelo azul de cresil
brilhante e seu nimero total estimado, levando-se em
conta o nimero global de hemacias. Esfregacos diretos de
sangue periférico foram também obtidos e corados pelo
método de Maygriinwald—-Giemsa e destinados a con-
tagem diferencial das células sangiiineas. A dosagem plas-
matica de tiroxina livre foi realizada pela técnica de
quimioluminescéncia em sistema totalmente automatico
com CV intra-ensaio de 4% e CV inter-ensaio de 7%
(Access Immunoassay System, Sanofi Diagnostics Pasteur
Inc., Chaska, MN, USA ) a fim de confirmar a indugdo
do estado hipotiredideo. A necropsia, o Utero foi avaliado
para confirmar o sucesso da castrac&o.

O delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso, com quatro tratamentos e 10 repeti¢cdes por trata-
mento, sendo cada animal uma repeticdo. A verificacdo
da significancia da diferenca entre as médias foi realizada
pelo teste Student Newman Keuls (SNK) (18,19).

RESULTADOS E DISCUSSAO
As tabelas 1 a 3 sumariam os resultados do perfil hor-

monal e hematolégico das ratas nos quatro tratamen-
tos ap6s 120 dias de experimentacao.
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Tabela 1. Média e desvio padrdo das concentragcdes plasmaticas de tiroxina livre de ratas adultas
hipotiredideas e eutiredideas castradas e ndo castradas.

Grupo

Variavel Hipotiredideo Eutiredideo

Castrado

2,928 + 0,9162

Nao castrado

1,693 + 0,473b

Castrado

0,096 + 0,044¢

N&o castrado

0,029 + 0,0479

T4 livre (ng/dl)

Média seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo teste SNK (P= 0,05).

Tabela 2. Média e desvio-padrao dos valores do eritrograma de ratas adultas hipotiredideas e eutiredideas

castradas e ndo castradas.

Grupo

Variavel Hipotiredideo Eutiredideo

N&o castrado Castrado N&o castrado Castrado
Heméacias 4.903,33 + 834,08¢ 5.990 + 485,870 5.769 + 1.226,33b 6.812 + 415,522
(x103/mm3)
Hemoglobina 11,81 + 1,06¢ 13,45 + 1,22bc 13,96 + 13,120 16,36 + 1,228
(97di)
Hematocrito (%) 33,55 + 3,84¢ 37,77 + 2,63bc 40,5 + 7,69P 453 +1,82a
VCM 69,55 + 8,772 63,66 + 5,020 66,6 + 6,82 66,5 + 2,79ab
HCM 24,11 + 3,442 22,33 +2,12a 22,9 + 3,312 23,7 £1,152
CHCM 34,88 + 1,92 35,22 + 1,982 34,4 + 4592 35,7 +2,31a
Reticulécitos 28.814,44 + 28.542,982 33.054,44 + 16.908,42 46.861 + 44.004,57& 41.750 + 17.423,652
(x103/mm3)

Reticulocitos (%) 0,36 + 0,24a

0,55+ 0,274

0,73 +£0,632 0,67 £ 0,332

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste SNK (P> 0,05).

Tabela 3. Média e desvio-padrao dos valores do leucograma de ratas adultas hipotiredideas e eutiredideas

castradas e ndo castradas.

Grupo

Variavel Hipotiredideo

Eutiredideo

Nao castrado

Castrado

N&o castrado Castrado

Leucdcitos (/mm3)  4.066,66 + 1.913,112

4.515 + 1.989,142

4.688,88 + 1.703,992 5.140 + 2.057,072

Bastonetes (%) 2,11 + 1,452 0,5 + 0,84b 1+0,7b 0,2 + 0,42b
Neutréfilos (%) 14,88 + 2,970P¢ 10 + 7,18¢ 19,22 + 7,248b 20,4 + 3,742
Eosindfilos (%) 3,22 + 1,562 1,4+211b 0,22 + 0,44bc 0,1 +0,31¢
Mondcitos (%) 5,66 + 3,532 3,4+211P 3,11 + 1,45b 4,8+ 1,473b
Linfécitos (%) 74 + 5,670 84,7 + 9,142 75,77 + 7,540 74,5 + 4,190

Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem entre si pelo teste SNK (P=0,05).

As concentracgdes plasmaticas de T4 livre foram
significativamente menores nos grupos tratados com
propiltiouracil, confirmando a indugdo do hipotireoi-
dismo apos 120 dias de administracdo da droga (tabela
1). Interessante é que a manutencao das gbnadas (ratas
nao castradas) parece ter facilitado a inducéo da hipo-
funcéo tireoidiana pelo propiltiouracil, fazendo com
gue o nivel de T4 livre ficasse cerca de 3,5 vezes menor
do que nas ratas castradas, apesar de ndo ter ocorrido
diferenca significativa entre os dois grupos hipoti-
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reéideos. Por outro lado, a castracdo por si so foi capaz
de induzir a elevagdo significativa da T4 livre. Mas seria
interessante verificar se o hipogonadismo pode com-
pensar o estado de hipofuncéo tireoidiana, mesmo
aquele desencadeado por drogas antitireoidianas em
um periodo mais curto de indugdo. Ja foi verificado
gue a castragdo eleva os niveis de T4 livre em ratas no
eutireoidismo e no hipertireoidismo (20). Embora a
deficiéncia de estrégeno diminua a concentracdo da
globulina ligadora de tiroxina humana (TBG), elevan-
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do a fracdo livre da tiroxina e a elevacdo de estrogeno
aumente a sintese hepatica de TBG, reduzindo T4
livre, diferengas entre homens e mulheres sdo peque-
nas, excetuando-se em mulheres gestantes (21). Ha
resultados de pesquisa que demonstram que ratas
castradas ndo apresentam elevacdo da TBG plasmatica
(22), mas o tratamento crdnico de ratas com estradiol
apesar de ndo alterar o clearance da TBG injetada,
aumentou seu contetido de &cido sialico, aumentando
a meia vida plasmatica da TBG (23). No entanto, mais
estudos sdo necessarios para explicar se a elevacdo de
T4 livre na rata induzida pela castracdo é mediada por
alteracGes na TBG ou por outros mecanismos.

O Jtero visivelmente atrofiado nas ratas
castradas, independente do estado funcional da
tiredide, confirmou a eficacia da castragdo na inducdo
da afuncionalidade das génadas.

O declinio de T4 livre reduziu o namero de eri-
trécitos circulantes nos animais nédo castrados (tabela 2).
Isto ndo chega a surpreender, pois 0 grupo era exata-
mente o0 que exibia menor concentracdo plasmatica de
T4 livre (tabela 1) e ja é bem conhecido que a anemia é
guase que uma constante no hipotireoidismo (24). Os
valores da hemoglobina e do hematdcrito estavam tam-
bém reduzidos, o que, por defini¢do, significa anemia.
Como a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a
concentragdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) néo variaram em nenhum dos tratamentos,
poder-se-ia classificar a anemia do grupo hipotire6ideo
como isocrémica. Considerando o volume corpuscular
médio (VCM), a classificagdo mais correta seria anemia
normocitica e normocrémica. Seria um tipo de anemia
ndo complicada, devido apenas ao déficit dos hor-
ménios tireoidianos, ndo seguida de qualquer deplecdo
nutricional (24). Este tipo de anemia é considerado
como uma adaptacédo a redugdo do metabolismo basal e
a menor demanda de oxigénio pelos tecidos (3,24). Ha
de se levar em conta também que a falta dos hormdnios
tireoidianos possa inibir o crescimento das col6nias
eritroides, redundando em menor nimero de células
circulantes. A hipotese de que o hipotireoidismo inter-
fere com a diferenciacio e maturacdo das células
eritrdides (5) ndo pbde ser confirmado, ja que o nimero
de reticuldcitos e a morfologia das células ndo variaram
entre os tratamentos.

J4 foi descrito que a anemia no hipotireoidismo
pode ser normocitica normocrémica, microcitica
hipocrémica ou macrocitica. A incidéncia de anemia
normocitica normocrdmica no hipotireoidismo é de
cerca de 25% (24) e tem sido encontrada em pratica-
mente todos os estudos com inducdo experimental de
hipotireoidismo no homem e em animais. Alguns
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pacientes hipotiredideos podem apresentar anemia
microcitica hipocrdmica desencadeada pela deficiéncia
secundaria de ferro pelo hipotireoidismo. A anemia
macrocitica tem sido associada a deficiéncia secundaria
de vitamina B12 e de folato (3).

Interessante é o achado de que o hipotireoidismo
ndo induziu anemia no grupo de ratas castradas. Se a
hipotrofia uterina € suficiente para demonstrar o sucesso
na inducdo da afuncionalidade das gbnadas, haveria
algum efeito da castracdo em minorar o descenso de T4
livre no estado hipotire6ideo? Haveria alguma acdo dos
andrégenos produzidos pelas adrenais no estimulo da
eritropoese como uma tentativa de suplantar a deficién-
cia dos esterdides sexuais ovarianos? Ja foi demonstrado
gue os androgenos sdo eficientes no tratamento de ane-
mia induzida pela insuficiéncia renal crénica (25,26).
Mas o0 mecanismo pelo qual a anemia ndo ocorre ha asso-
ciagdo hipotireoidismo-castragdo necessita ser investiga-
do. Além do mais, esse achado merece ser também inves-
tigado em mulheres, a fim de verificar se a associa¢do
hipotireoidismo e afuncionalidade das gbnadas, téo fre-
quente (15,16), causa alteracGes similares as encontradas
no eritrograma de ratas hipotiredideas castradas.

A relagéo tiredide-gbnadas ndo se demonstrou
clara apenas no estado hipotire6ideo. Nas ratas manti-
das em estado eutiredideo e hipogonadico (castradas),
0 numero de eritrécitos circulantes suplantou aquele
de todos 0s outros grupos, inclusive seu par nao castra-
do (tabela 2). Coincidentemente, neste mesmo grupo
o nivel de T4 livre foi o maior. Isso faz pensar num
possivel estimulo da eritropoiese, direta ou indireta-
mente mediada pela T4 livre, o que ja foi reconhecido
por varios autores (2,27). Como 0s hormdnios sexuais
femininos sdo inibidores da eritropoiese (28), sua falta
deveria resultar em aumento da producéo de eritrdci-
tos tal como ocorrida. Mas também néo se pode afas-
tar a possibilidade da elevagdo de T4 livre, induzida
pela castracdo, ter estimulado a eritropoiese (tabela 1).

Bem mais estudada que a acdo dos hormdnios
tireoidianos sobre a série eritréide é a atuacdo da ti-
redide sobre a formacdo, diferenciacdo e competéncia
das células brancas do sangue, principalmente as células
do sistema imune. Entretanto, os dados aqui obtidos
(tabela 3) sdo pouco esclarecedores e aquelas células ou
linhagens normalmente mais sujeitas a acdo hormonal
tiveram seus pardmetros pouco influenciados, seja pela
falta dos hormonios tireoidianos ou dos ovarianos.

Em camundongos, os horménios tireoidianos
agem como reguladores obrigatorios e positivos na lin-
fopoiese B primaria (8,9) e sdo requeridos para a pro-
dugdo normal das células B na medula 6ssea, pela re-
gulacdo da proliferacdo das células pro-B (10). Ja os
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horménios sexuais femininos e masculinos inibem a
producdo de linfocitos (11). Ratos fémeas e machos
castrados apresentam aumento do nimero de linféci-
tos imaturos no timo, com conseqliente aumento peri-
férico das células T e B (14). Mas, no presente estudo,
tanto o hipotireoidismo quanto a castracdo nao alte-
raram o nimero global de leucdcitos. Apenas algumas
poucas alteracBes foram evidenciadas na contagem
diferencial (tabela 3), mas sem significado aparente.
Conclui-se que o hipotireoidismo causa anemia
normocitica € normocrdémica apenas em ratas com goé-
nadas funcionais; que a castracdo estimula a eritropoiese e
¢ capaz de reverter os efeitos do déficit de tiroxina sobre
0 eritrograma, e gque tanto o hipotireoidismo quanto a
castracdo tém pouco significado sobre o leucograma.
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