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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a histomorfometria e a taxa de proliferacao
e apoptose da glandula mamaria de ratas tratadas com tiroxina pela imuno-
expressao de CDC-47 e caspase-3, respectivamente. Também foi avaliado o
desenvolvimento dos filhotes de ratas tratadas com tiroxina. Foram utilizadas
36 ratas distribuidas em dois grupos, tratado com tiroxina e controle. Apés 60
dias de tratamento com tiroxina, as ratas foram acasaladas. Seis
animais/grupo foram sacrificados no 2° e 21° dias de lactacao e no 5° dia apds
o desmame. Houve diferenca significativa entre grupos apenas no quinto dia
ap6s o desmame. O tratamento com tiroxina aumentou a taxa de apoptose
caracterizada pela maior expressdao de caspase-3 nas células do epitélio
mamario. As maes tratadas com tiroxina apresentaram comportamento
alterado, mas nao houve diferenca significativa no que se refere aos cuidados
com o filhote quanto a higienizacao e aquecimento. Levando-se em
consideragao o sexo e o tamanho da ninhada, os filhotes das ratas tratadas
com tiroxina e controle ndo apresentaram diferenga significativa de peso ao
desmame. Conclui-se que a administracdo de baixas doses de tiroxina
aumenta a taxa de apoptose, caracterizada pelo aumento da expressao de
caspase-3 no epitélio mamario cinco dias apds o desmame, mas nao altera a
taxa de proliferagdo celular e o comportamento materno. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2007;51/6:1000-1006)
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ABSTRACT

Proliferation, Apoptosis and Mammary Gland Histomorphometry of
Thyroxine-Treated Rats on Lactation and After Weaning and Develop-
ment of Offspring.

The purpose of this study was to evaluate mammary gland histomorphometry
and proliferation rate and apoptosis of thyroxine-treated rats by CDC-47 and
caspase-3 immunoexpression. The development of thyroxine-treated rats off-
spring was also evaluated. Thirty-six female rats were used, distributed in two
groups, treated and non-treated with thyroxine. After 60 days of treatment,
with thyroxine, rats were mated. Six animals/group were sacrificed on the 2nd
and 21st days of lactation and on the 5th day after weaning. A significant dif-
ference was observed between groups only on the 5th day after weaning. Thy-
roxine treatment increased apoptosis rate, which was characterized by a high-
er caspase-3 expression in mammary epithelial cells. Thyroxine-treated moth-
ers presented changed behavior, but there was no significant difference
regarding taking care of offspring, as for cleaning offspring and keeping them
warm. Taking into account sex and size of offspring, those from control and
thyroxine-treated mothers presented no significant difference of weight and
weaning. In conclusion, administering low doses of thyroxine increases apop-
tosis rate, which is characterized by the increased caspase-3 immunoexpres-
sion in mammary epithelial cells 5 days after weaning. But does not affect pro-
liferation rate and development of thyroxine-treated rats offspring. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2007;51/6:1000-1006)

Keywords: Mammary gland; Thyroxine; Lactation; CDC-47; Caspase-3; Rat
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g PROLIFERAGAO E A DIFERENCIACAO do epitélio ma-

rio, durante a puberdade, gestagio ¢ lactagio,
estdo sob o controle de varios hormonios, sendo prin-
cipais o estrégeno, a progesterona, a prolactina (PRL),
0 horménio do crescimento (GH), a insulina, os hor-
monios tireoidianos, os glicocorticdides, a ocitocina e
uma variedade de fatores de crescimento semelhantes
a insulina (1,2).

Nas fémeas paberes ndo gestantes, a populagio de
células epiteliais ¢ minoria na glindula mamadria, sendo
esta constituida predominantemente por tecido adiposo.
A gestacio induz o desenvolvimento epitelial associado a
redu¢io do tecido adiposo. Durante a lactagio, a maior
parte da glaindula mamadria é representada pelos acinos
secretorios, havendo hipertrofia das células epiteliais e
distensdo dos alvéolos pelo acimulo de secrecio lactea.
Ap6s o desmame, a glandula mamdria involui, o epitélio
secretorio sofre apoptose ¢ o tecido adiposo reassume
como o principal constituinte da glindula (2).

Os hormonios tireoidianos, além de participarem
do desenvolvimento da glindula mamadria, aumentam a
sintese e a secre¢do de algumas proteinas do leite, como a
alfa-lactoalbumina (3). Além disso, para que os principais
horménios galactopoéticos, tais como o GH e a PRL,
atuem na glandula, ¢ essencial a participagio dos hormo-
nios tireoidianos. O GH, a PRL e a T4 aumentam a ati-
vidade da 5’desiodase na glandula mamaria, enzima que
converte a tiroxina (T4) em triiodotironina (T3), forma
metabolicamente ativa do horménio tireoidiano (4-6).

Os efeitos da administragdo de tiroxina sio am-
plamente conhecidos em virios sistemas (7), mas a
literatura ainda carece de informag¢do quanto ao efeito
da tiroxina na glindula mamaria durante e apés a lac-
tagdio ¢ no comportamento materno em associagio
com o desenvolvimento dos filhotes. Além do mais, es-
tudar o mecanismo de a¢io dos hormoénios tireoi-
dianos nos diversos estados funcionais da glandula ma-
miria ¢ relevante, visto a importancia que se tem dado,
atualmente, para a participacio dos horménios tireoi-
dianos no desenvolvimento de determinados tumores,
particularmente para o cincer de mama (8).

A tiroxina acelera o desenvolvimento da glan-
dula mamadria e a lactogénese (9,10) ¢ promove invo-
lu¢ao mamadria precoce por aumentar a apoptose (2).
No entanto, postula-se que apesar de a taxa de apop-
tose na glandula mamaria de ratas tratadas com tiro-
xina ser mais elevada, a taxa de proliferacio também
seria. Assim, a fim de verificar se ha realmente preco-
cidade na involu¢io da glindula mamdria, o melhor
seria o estudo concomitante ndo somente da taxa de
apoptose como também da taxa de proliferagio
celular, um dos principais objetivos deste estudo.
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O efeito da administragio de tiroxina no com-
portamento materno tem sido divergente. Ha estudos
que demonstram que ratas tratadas com tiroxina apre-
sentam comportamento materno inadequado (10),
enquanto outros demonstram o contrdrio (2). Um fa-
to que pode ter contribuido para tal divergéncia ¢ a
dose de tiroxina utilizada. Em alguns experimentos, a
dose de tiroxina é tdo elevada que ha passagem de
tiroxina, via leite, para os filhotes, em quantidade sufi-
ciente para provocar a morte dos mesmos (2). Além do
mais, a heterogeneidade nos critérios adotados para
caracterizar o comportamento materno também con-
tribui para a diversidade de resultados.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
administra¢do de baixas doses de tiroxina na
histomorfometria ¢ na taxa de prolifera¢io ¢ apoptose
da glindula mamadria pela imuno-expressio de CDC-
47 e caspase-3, respectivamente, ¢ avaliar também o
desenvolvimento dos filhotes de ratas tratadas com
tiroxina durante todo o periodo de amamentagio.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas com 45 dias de ida-
de. Os animais foram alojados em caixas plasticas (seis ani-
mais/caixa), recebendo ragio comercial (1,4% de calcio,
0,6% de fostoro e 22% de proteina) e dgua ad libitum. As
ratas foram mantidas em regime de 12 horas de luz ¢ 12
horas de escuro. Apos sete dias de adaptagdo, os animais
foram divididos em dois grupos experimentais, controle e
tratado, cada um composto por 23 animais. Os animais do
grupo tratado receberam tiroxina [ L-thyroxine, Sigma, Saint
Louis, USA (T2376)] na dgua de beber, na concentragao de
1,6 ug/ml, durante a indugio, e¢ de 0,8 ug/ml, durante a
gestagdo ¢ a lactagio. Os animais do grupo nio tratado
(controle) receberam apenas dgua, como placebo.

A partir do consumo médio de dgua ingerido por
animal, por dia, estimou-se que a dose didria de tiroxina
ingerida por animal foi de 60,43 ug + 8,82, durante a
indugdo e de 39,72 ug + 8,85, durante a gestagdo e lactacio.

Apbs dois meses do inicio do tratamento, as ratas de
cada grupo eram colocadas com ratos machos adultos, em
uma propor¢io de quatro fémeas para cada macho, durante
a noite por um periodo de 12 horas. Apds o acasalamento,
pela manhd, era realizada citologia vaginal. A copula era
confirmada pela presenca de espermatozdides no esfregaco
vaginal, e este dia era designado como dia 0. As fémeas que
ndo apresentaram espermatozoides na citologia vaginal eram
colocadas novamente com machos na noite seguinte, até que
se encontrassem espermatozoides na citologia vaginal.

A partir dos 19 dias de gestagdao até o momento da
cutandsia, cada fémea gestante era isolada em caixas pldsticas.
Logo apds o parto, foi realizada a sexagem e a quantifica¢do
dos filhotes vivos e mortos de cada mie. O peso médio dos
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filhotes machos e fémeas foi determinado no dia do nasci-
mento e, posteriormente, a cada 48 horas. Diariamente, eram
verificados quantos filhotes tinham aberto os olhos na ni-
nhada. A partir destes dados, foi calculada a média ponderada
da idade de abertura dos olhos dos filhotes de cada ninhada.

O comportamento materno também foi avaliado,
diariamente, duas vezes ao dia (9:00 ¢ 17:00), durante os 21
dias de amamentag¢do, quanto a presenga ou nio de um ou
mais filhotes ndo aquecidos ¢ ndo higienizados na ninhada.

Seis fémeas dos grupos, tratado e controle, foram
sacrificadas no 2¢ e 21° dias de lactagdo e no 5° dia apds o
desmame. Os filhotes foram sacrificados com sobredose de
pentobarbital sédico 2,5% (30 mg/Kg), por via intra-
peritonial. O sacrificio das fémeas foi realizado por pungio
cardfaca precedida por anestesia com pentobarbital sédico,
por via intra-peritoneal.

A necropsia, foram colhidos os pares de glandula ma-
mdria, abdominal caudal ¢ inguinal. Imediatamente, esse
tecido foi fixado em formalina a 10%, neutra ¢ tamponada, ¢
processado pela técnica rotineira de inclusio em parafina
(11). Cortes histologicos de 4 wm da glandula mamadria foram
corados pela técnica da hematoxilina-eosina para avaliagdo
histomorfométrica. Foi determinada, com objetiva de 40x, a
porcentagem de epitélio, de tecido adiposo, de estroma e de
secre¢do. Na glindula mamadria de ratas no quinto dia de des-
mame, a determinag¢io da porcentagem dos componentes es-
truturais da glindula foi realizada em cortes histolégicos cora-
dos pelo tricromio de Masson. Essa colorac¢io foi utilizada
pela dificuldade, neste periodo, em se diferenciar o estroma
do compartimento epitelial em secg¢oes coradas pela
hematoxilina-eosina. A porcentagem de cada um dos
componentes da glandula foi determinada em um total de 40
campos escolhidos aleatoriamente, que abrangiam toda a drea
da secgdo histologica. Para determinagio dessas varidveis foi
realizada a captura de imagens em camera digital Spot Insigh
Color adaptado a um microscépio Olympus BX-40, e
utilizado o software de captura SPOT® versio 3.4.5. Utilizou-
se o software Corel DRAW® versio 7.468 para andlise das
imagens. Foram determinados 25 pontos eqiiidistantes no
campo da imagem histolégica obtida, com contabilizagiao de
1.000 pontos por limina examinada.

O namero de campos utilizados para analise mor-
fométrica descrita anteriormente foi determinado pela técnica
de estudo da varia¢do da instabilidade de valores médios em
relagdo a amostra que os originou. Em um corte histolégico da
glindula mamdria do grupo controle foi determinada a por-
centagem de epitélio, de tecido adiposo, de estroma e de secre-
¢do em 100 campos. A seguir, os dados foram sorteados ao
acaso em dez grupos. Foram determinados a média, o desvio-
padrio ¢ o coeficiente de variagio de cada varidvel em 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 campos. Ap0s verificar que o
desvio-padrao ¢ o coeficiente de varia¢do se estabilizavam em
torno de 40 campos, este nimero foi adotado para se deter-
minar as porcentagens das estruturas do tecido mamario (12).

A atividade proliferativa e a detec¢do de apoptose na
glaindula mamidria foram avaliadas pelo estudo imuno-
istoquimico com a utilizagdo do marcador de proliferagio ce-
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lular CDC47-Clone 47DC141 (NeoMarkers) ¢ o anticorpo
anti-caspase-3 Clone RB-1197-P (NeoMarkers) (Dako,
USA), respectivamente.

Para a andlise imunoistoquimica, foram obtidos cortes
histolégicos de 4 um da glindula mamaria. Foi utilizada a
técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase (Ultra vision large
volume detection system anti-polyvalent, HRP — ready to use
— Lab Vision), sendo empregada a técnica de recupera¢io
antigénica através da utilizagio de solu¢io Retrieval, durante
20 minutos. As laminas foram incubadas em cAmera tmida por
1 hora com o anticorpo primario (CDC47 — dilui¢ao de 1:200
ou Caspase 3 — 1:300) (Novacastra Laboratories, United
Kingdom) e por 15 minutos nas etapas de bloqueio da
peroxidase endégena, soro de bloqueio (Ultra Vision Block,
Lab Vision), anticorpo secunddrio (Biotin Goat, Lab Vision) e
estreptavidina peroxidase (Streptavidin Peroxidase, Lab
Vision). O cromégeno utilizado foi o DAB (DAB Substrate
System, Lab Vision), em incuba¢io durante 10 minutos. As
secgoes foram contra-coradas com hematoxilina de Harris.

Como controle positivo interno para o CDC-47, uti-
lizou-se a propria pele que recobria a glindula mamdria, ¢
como controle positivo para a caspase-3 foram utilizados
cortes de bago de ratas previamente testados. O controle
negativo foi obtido pela substitui¢io do anticorpo primario
por solugdo tampao.

O ntimero médio de células com expressio de CDC-47
¢ de caspase-3 foi determinado com objetiva de 60x em 10
campos aleatdrios, que abrangiam toda a drea da seccio
histologica. Para a quantificagdo também foi realizada a captura
de imagens em cdmera digital Spot Insight Color adaptado a
um microscopio Olympus BX-40, e utilizado o software de
captura SPOT® versio 3.4.5. Utlizou-se o software Corel
DRAW® versio 7.468 para anilise das imagens.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso
com fatorial 2 x 3 (dois grupos x trés periodos). Para cada
varidvel, a média ¢ o desvio-padrio foram determinados. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia ANOVA do
programa estatistico Instat (Graph Pad Software, Versio
3.00, 32 Win 95/NT, criado em Dezembro de 1997) ¢ as
médias foram comparadas pelo teste SNK. O peso dos
filhotes foi submetido a andlise de covariancia a fim de retirar
o efeito do tamanho da ninhada no peso médio dos filhotes.
O comportamento materno foi avaliado pelo teste de %2,
considerando-se a presenga ou a auséncia de ninho, presen¢a
ou auséncia de filhotes sujos e presenga ou auséncia de
filhotes hipotérmicos. A idade de abertura dos olhos dos
filhotes foi analisada pelo teste t ndo pareado (12).

RESULTADOS

Histomorfometria da glandula mamaria

No 2° e 21° dias de lactagdo, independentemente dos
grupos, a glandula mamadria apresentava alvéolos dis-
tendidos, repletos por secre¢do lactea e revestidos por
epitélio pavimentoso (figuras 1 e 2). Os ductos tam-
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bém se apresentavam distendidos, as vezes repletos de
secrecdo e revestidos por epitélio pseudoestratificado.
Havia, ainda, moderada quantidade de tecido adiposo
entremeado aos alvéolos. O estroma era moderado. A
andlise morfométrica comprovou a semelhanca da
glindula mamdria entre os grupos, nio havendo
diferenga significativa com relagdo a porcentagem dos
componentes estruturais da glandula (tabelas 1 a 4).
No 5° dia apds o desmame, também nao houve
diferencas entre grupos no que se refere a porcentagem
dos componentes estruturais da glandula (tabelas 1 a 4).
Os alvéolos distribufam-se desorganizadamente pela
sec¢do histologica, os limens alveolares apresentavam
pequena quantidade de secre¢do lictea com células epi-
teliais descamadas com ntucleos pequenos e conden-
sados ou fragmentados, caracteristicas de apoptose. As
células do epitélio alveolar apresentavam-se cuboidais,
de permeio a células mioepiteliais ¢ moderada quan-
tidade de estroma (figura 3). Havia, ainda, grande quan-
tidade de tecido adiposo entremeado aos alvéolos ¢ mo-
derada infiltragio multifocal de leucdcios, principal-
mente, mastdcitos, mondcitos, linfécitos e eosindfilos.

Proliferacao celular e apoptose no tecido
mamario
O indice de proliferacio celular, determinado pela ex-
pressio de CDC-47 nas células do epitélio mamdrio, ndo
diferiu significativamente entre os grupos, em nenhum
dos periodos estudados. Tanto no grupo tratado com
tiroxina quanto no grupo controle, houve reducio sig-
nificativa da taxa de proliferagio no final do periodo de
lactagio em comparag¢do ao inicio da lactag¢io (tabela 5).
Durante a lactagdo, nio houve diferenga signi-
ficativa entre grupos no que concerne a taxa de apop-
tose no epitélio mamdrio. Mas, apés o desmame, o
namero de células em apoptose na glindula mamdria
das ratas do grupo tratado com tiroxina, caracterizado
pela maior expressio de caspase-3, foi quase o dobro
do valor encontrado na glandula mamaria das ratas do
grupo controle, diferindo significativamente entre os
grupos (figura 4, tabela 6). E importante salientar que
esse aumento da taxa de apoptose ap6s o desmame nio
foi acompanhado pelo aumento da taxa de proliferagio
celular, como postulado no inicio do experimento.

Comportamento materno e desenvolvimento
dos filhotes

As mies do grupo controle mantinham os seus filhotes
sempre juntos ¢ no centro de um ninho bem formado.
Quando um filhote se separava dos demais, a mae do
grupo controle prontamente se preocupava em coloci-
lo junto aos demais. Ao contrario, a mie tratada com
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tiroxina apresentava comportamento agressivo e era
mais agitada, ndo se preocupando com a separagio dos
filhotes. Apesar disso, ndo houve diferenga significativa
entre grupos no que se refere ao cuidado das ratas com
a prole em relagdo ao aquecimento ¢ limpeza dos fi-
lhotes (dados nio demonstrados).

O peso médio dos filhotes machos e fémeas das
mdes tratadas com tiroxina ndo diferiu significativamente
do peso médio dos filhotes das ratas controle, em
nenhum periodo. Além disso, ndo houve diferenga entre
grupos quanto a idade de abertura dos olhos dos filhotes,
que foi de 13,65 + 0,87 dias para o grupo controle ¢
13,94 + 0,81 dias para o grupo tratado com tiroxina.

DISCUSSAO

A redugio da porcentagem de tecido adiposo na glan-
dula mamdria, independentemente do grupo, que
ocorreu do segundo dia de lactagio para o vigésimo
primeiro dia de lactagdo, estd relacionada com o de-
senvolvimento da glindula mamadria, que nas ratas
completa-se durante a lactacio (13-15). J4 o aumento
na quantidade de tecido adiposo e a redug¢io da secre-
¢do lactea que ocorreu do vigésimo primeiro dia de lac-
tagdo para o quinto dia de desmame, estd relacionado
ao processo de involugdo da glandula e coincide com a
diminui¢do no tamanho dos l6bulos alveolares (14).

A diminui¢io no namero de células epiteliais
que expressaram o CDC-47 aos 21 dias de lactagio
provavelmente ocorreu devido a menor concentragio
sérica de prolactina e GH. Estes hormonios estdo rela-
cionados com 0 comportamento materno ¢ sao fatores
sobreviventes importantes para as células epiteliais da
glaindula mamdria (2).

A maior expressio de caspase-3 nas células do
epitélio mamdrio de ratas tratadas com tiroxina sugere
aumento da taxa de apoptose neste grupo e conse-
quente involugdo precoce da glindula. A partir deste
resultado, pode-se sugerir que o tratamento com tiro-
xina acelera o processo de involu¢io da glaindula ma-
mdria. Mas ¢ importante ressaltar que a involug¢io
mamaria ndo se caracteriza somente pela regressio dos
elementos epiteliais por apoptose, mas também englo-
ba o processo de remodelamento glandular, que estd
associada ao aumento da degradacio proteolitica (16)
¢ que ndo foi avaliado neste caso ji que a anilise so-
mente foi realizada no quinto dia ap6s o desmame.

Em estudo realizado anteriormente, foi encon-
trada maior expressio de SGP-2, gene relacionado a
apoptose, na glandula mamaria de ratas tratadas com ele-
vadas doses de tiroxina, no décimo quarto ¢ no vigésimo
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Figura 1. Glandula mamaria de ratas, 2° dia de lactagao. HE,
257,71x. A) Grupo controle, alvéolos distendidos, revestidos
por epitélio pavimentoso. B) Grupo tratado com tiroxina,
alvéolos distendidos, revestidos por epitélio pavimentoso
semelhante ao grupo controle.
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Figura 2. Glandula mamaria de ratas, 21° dia de lactacéao,
experimento 2. HE, 249,43x. A) Grupo controle, alvéolos dis-
tendidos, revestidos por epitélio pavimentoso. B) Grupo
tratado com tiroxina, alvéolos distendidos, revestidos por
epitélio pavimentoso semelhante ao grupo controle.

Figura 3. Glandula mamaria de ratas, 5° dia de desmame.
Tricromio de Masson, 259,14x. A) Grupo controle, alvéolos
distribuidos desorganizadamente, IUmens alveolares com
secregao lactea e pequena quantidade de tecido adiposo. B)
Grupo tratado com tiroxina, alvéolos distribuidos desorgani-
zadamente, lUmens alveolares com secregao lactea e mode-
rada quantidade de tecido adiposo entremeado aos alvéolos.

Tabela 1. Porcentagem de secrecao na glandula mamaria
de ratas dos grupos tratado com tiroxina e controle no 2° e
21° dias de lactagao e no 5° dia apds o desmame.

Figura 4. Glandula mamaria de ratas, no 5° dia de desmame.
Imunomarcagao para caspase-3, estreptoavidina-biotina-
peroxidase, contra-coloracao por hematoxilina de Harris,
583,57x. A) Grupo controle, pequeno naumero de células mar-
cadas (setas). B) Grupo tratado com tiroxina, grande nimero
de células marcadas (setas).

Tabela 2. Porcentagem de epitélio na glandula mamaria
de ratas dos grupos tratado com tiroxina e controle no 2° e
21¢ dias de lactagdo e no 5° dia apds o desmame.

Grupo Periodo
2° dia de 21° dia de 5° dia apos
lactacao lactacao o desmame
Controle 31,7 £ 11,91Aa 41,4 + 8,62Aa 4,17 + 4,87Ba
Tratado 33,3+ 11,4Aa 43,4 + 12,3Aa 10,2 + 9,52Ba

Periodo
Grupo 2° dia de 21° dia de 5° dia apos
lactacao lactacao o desmame
Controle 22,4 + 8,7Ba 24,6 + 6,2Ba 30,02 « 3,4Aa
Tratado 18,8 + 3,3Ca 25,54 + 3,078Ba 36,37 + 3,4Aa

* Médias com letras maidsculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna nao diferem entre si (p = 0,05).
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* Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna nao diferem entre si (p = 0,05).

Arq Bras Endocrinol Metab 2007;51/6



Efeito da Tiroxina na Mama na Lacta¢éo
Leite et al

Tabela 3. Porcentagem de tecido adiposo na glandula
mamaria de ratas dos grupos tratado com tiroxina e controle
no 2° e 21° dias de lactacao e no 5° dia ap6s o desmame.

Tabela 4. Porcentagem de estroma na glandula mamaria de
ratas do grupo controle e tratado com tiroxina no 2° e 21¢
dias de lactagao e no 5° dia apés o desmame.

Periodo
Grupo 2° dia de 21° dia de 5° dia apés
lactacao lactacao o desmame
Controle 30,5+ 13,0Aa 3,2 + 3,96Ca 43,9 £ 10,7Aa
Tratado 28,7 +9,2Ba 1,14 + 0,77Ca 41,7 + 8,2ARa

Periodo
Grupo 2° dia de 21° dia de 5° dia apés
lactacao lactacao o desmame
Controle 13,9 + 5,9Ba 28,6 + 11,8Aa 15,9 + 2,6Ba
Tratado 20,8 + 7,14Ba 31,7 + 6,6Aa 17,9 + 4,68Ba

* Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna néao diferem entre si (p = 0,05).

Tabela 5. NUumero médio de células epiteliais/‘campo com
expressao de CDC-47 na glandula mamaria de ratas do
grupo controle e tratado com tiroxina no 2° e 21° dias de
lactacao e no 5° dia apdés o desmame.

* Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna nao diferem entre si (p = 0,05).

Tabela 6. Numero médio de células epiteliais’‘campo com
expressao de caspase 3 na glandula mamaria de ratas do
grupo controle e do grupo tratado com tiroxina no 2° e 21¢
dias de lactacdo e no 5° dia ap6s o desmame.

Periodo
Grupo 2° dia de 21° dia de 5° dia apos
lactacao lactacao o desmame
Controle 238,3 +78,9%2 140,4 +52,18a  205,4 + 68,8ABa
Tratado  290,7 £54,0Aa 31,4 +1858Ba  272,8 + 41,0Aa

* Médias com letras mailsculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna nao diferem entre si (p = 0,05).

primeiro dias de lactagio (2). No entanto, neste ex-
perimento, no houve diferenca significativa entre os gru-
pos com relagio a expressio de caspase 3 nas células do
epitélio mamario durante toda a lactagio. Provavelmente
isso se deveu a diferen¢a na dose de tiroxina utilizada, 10
vezes menor em comparagio a do experimento anterior
(10). Além disso, a taxa de proliferagio celular, deter-
minada pela expressio de CDC-47, até entio nio men-
surada em outros experimentos, nio diferiu entre grupos
no quinto dia apés o desmame, afastando a suspeita de
que o aumento da taxa de apoptose pudesse ter ocorrido
concomitantemente ao aumento da taxa de prolifera¢io.

Para se avaliar criteriosamente o comportamento
materno, o peso dos filhotes ¢ o tamanho da ninhada
foram considerados, ji que esta avaliagdo ndo havia sido
realizada nos experimentos anteriores (2,9,10). Em
determinados dias da pesagem, o peso médio dos filhotes
machos foi significativamente maior do que o das fémeas.
Essa diferen¢a comprova a importincia de se considerar o
sexo do filhote na avaliagio do peso. Como neste
experimento a dose de tiroxina utilizada foi bem menor
que a dose utilizada no experimento de Rosato (9), o
risco da indu¢do de hipertireoidismo nos filhotes foi
menor, o que poderia influenciar negativamente nossos
resultados, a semelhan¢a do ocorrido em outros
experimentos, nos quais toda a prole morreu antes do
desmame (2,9). As tire6ides dos filhotes das ratas tratadas
com tiroxina e controle apresentaram morfologia
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Periodo
Grupo 2° dia de 21° dia de 5° dia apods
lactacao lactacao o desmame
Controle 12,7 £ 2,8Aa 9,4 +2,78a 12,6 + 3,0Ap
Tratado 16,2 + 3,2Ba 10,3 + 1,4Ca 23,9 + 7,7Aa

*Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras
minusculas iguais na coluna néao diferem entre si (p = 0,05).

semelhante neste estudo (dados nio demonstrados), o
que indica nio ter ocorrido passagem de tiroxina para o
filhote, via leite, a ponto de influenciar o nivel plasmatico
de TSH do feto. Como nido houve diferenca no peso
médio dos filhotes ¢ na idade de abertura dos olhos entre
os filhotes de ratas tratadas com tiroxina e controle, pode-
se concluir que as ratas tratadas com tiroxina
apresentaram comportamento materno adequado.

CONCLUSOES

O tratamento de ratas com baixas doses de tiroxina
nio altera a morfologia, a porcentagem dos com-
ponentes da glindula mamadria e a taxa de prolifera¢io
celular de ratas durante a lactacdo ¢ ao desmame; ndao
altera a expressio de caspase-3 durante a lactagio, mas
aumenta a sua expressio ao desmame, sugerindo
involug¢do precoce da glindula mamadria; nio altera o
comportamento materno com a prole em relagio ao
aquecimento, limpeza e desenvolvimento dos filhotes.
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