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RESUMO 

 

Beatriz Caroline Jesus Miranda da Silva 

 

T3 circulante em excesso regula neutrófilos e células CD138+CXCR4+  

na medula óssea e no baço 

 

Valeria de Mello Coelho 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia 

e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Palavras-chave: Triiodotironina, sistema imune, medula óssea, baço, neutrófilos e 

linfócitos B 

 

Triiodotironina (T3) em excesso é capaz de estimular diferenciação de linfócitos 

B na medula óssea e no baço, onde é observado um aumento das áreas linfoides. Os 

mecanismos para diferenciação de linfócitos B no hipertireoidismo não são conhecidos, 

mas já foi descrito a capacidade de neutrófilos em induzir a ativação e diferenciação de 

linfócitos B através da produção de citocinas. No presente estudo, objetivamos avaliar os 

efeitos do excesso de T3 circulante sobre o perfil de neutrófilos na medula óssea e no 

baço, assim como sobre a morfologia esplênica, nos sítios de interação entre neutrófilos 

e linfócitos B e de diferenciação plasmocitária. Para tal, camundongos foram injetados 

subcutaneamente com T3 (5µg/10g de peso corporal/dia) ou solução veículo por 14 dias 

antes da eutanásia no 15º dia após o tratamento. Realizamos análise histológica e 

histomorfométrica do baço de animais tratados com T3 para avaliar as áreas de folículo e 

de zona marginal, as quais correspondem ao sítio de chegadas dos linfócitos B naive; e 

ao sítio de interação entre plasmablastos, linfócitos B, macrófagos e granulócitos, 

respectivamente. Além disso, realizamos citometria de fluxo para análise de neutrófilos 

e plasmócitos extraídos da medula óssea e do baço. Nossos dados preliminares mostraram 

que T3 em excesso promoveu fusão de folículos no baço de animais fêmeas e machos. 

Entretanto, o ampliação da área folicular foi mais evidente em camundongos fêmeas que 

em machos, onde observou-se em alguns uma redução dos folículos e distribuição mais 

difusa de leucócitos na polpa vermelha. Para análise do perfil da população de neutrófilos, 

linfócitos B e plasmócitos na medula óssea e no baço dos animais tratados com T3, 

avaliamos a imunofenotipagem utilizando a citometria de fluxo. Nossos resultados 

referentes aos neutrófilos maduros (cKit-CD11b+Ly6G+) mostraram um crescimento de 

seu número no baço e na medula óssea dos animais tratados com T3, com tendência a 

diminuição a expressão de CD11b. Em paralelo, o número de plasmócitos (cKit-B220-

CD138+) maduros também aumentou na medula óssea e no baço de animais tratados com 

T3. Curiosamente, houve um decréscimo da população de plasmócitos de vida longa 

(cKit-B220-CD138+CXCR4+) nos animais tratados. Em conclusão, T3 em excesso regula 

diferenciação de neutrófilos e possivelmente a fisiologia dessas células, o que se 

correlaciona com a diferenciação plasmocitária.
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ABSTRACT 

 

Beatriz Caroline Jesus Miranda da Silva 

 

Circulating triidothyronine hormone in excess regulates neutrophils and CD138+ 

cells on bone marrow and spleen 

 

Valeria de Mello Coelho 

 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes 

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários 

para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e 

Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

TEXTO EM INGLÊS (No máximo 500 palavras e no mínimo 150) 

Key-words: Triiodothyronine, imune system, bone marrow, spleen, neutrophils, B 

lymphocytes 

 

 Excess triiodothyronine (T3) is able to stimulate B lymphocyte differentiation 

in the bone marrow and spleen, where an increase in lymphoid areas is observed. The 

mechanisms for B lymphocyte differentiation in hyperthyroidism are not known, but the 

ability of neutrophils to induce B lymphocyte activation and differentiation through 

cytokine production has already been described. In the present study, we aimed to 

evaluate the effects of circulating T3 excess on bone marrow and spleen neutrophil profile, 

as well as splenic morphology, on neutrophil and B lymphocyte interaction sites and on 

plasma cell differentiation. To this end, mice were injected subcutaneously with T3 (5µg 

/ 10g body weight / day) or vehicle solution for 14 days before euthanasia on the 15th day 

after treatment. We performed histological and histomorphometric analysis of the spleen 

of T3-treated animals to evaluate follicle and marginal zone areas, which correspond to 

the naive B lymphocyte arrival site; and to the interaction site between plasmablasts, B 

lymphocytes, macrophages and granulocytes, respectively. In addition, we performed 

flow cytometry for analysis of neutrophils and plasma cells extracted from bone marrow 

and spleen. Our preliminary data showed that excess T3 promoted fusion of follicles in 

the spleen of female and male animals. However, the expansion in follicular area was 

more evident in female than in male mice, where some follicles had a reduction in follicles 

and a more diffuse distribution of leukocytes in the red pulp. For analysis of the 

neutrophil, B lymphocyte and plasma cell population profile in the bone marrow and 

spleen of T3-treated animals, we evaluated immunophenotyping using flow cytometry. 

Our results for mature neutrophils (cKit-CD11b+Ly6G+) showed an increase in spleen and 

bone marrow numbers in T3-treated animals, with a tendency to decrease CD11b 

expression. In parallel, the number of mature plasmocytes (cKit-B220-CD138+) also 

increased in the bone marrow and spleen of T3-treated animals. Interestingly, there was a 

decrease in the long-lived plasma cell population (cKit-B220-CD138+CXCR4+) in the 

treated animals. In conclusion, excess T3 regulates neutrophil differentiation and possibly 

the physiology of these cells, which correlates with plasma cell differentiation.
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1. INTRODUÇÃO 

  

1.1. Tireoide: função e disfunção 

A tireoide, glândula do sistema endócrino localizada na base do pescoço é 

responsável por produzir os hormônios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), os quais atuam 

em desenvolvimento, crescimento e metabolismo do organismo (Mullur, Liu e Brent, 

2014). O funcionamento da tireoide é regulado via eixo hipotálamo-hipófise-tireoide. 

Neste contexto, o hipotálamo produz o hormônio liberador de tireotrofina (TRH) 

induzindo a hipófise a gerar o hormônio estimulador da tireoide (TSH), o qual estimula a 

produção dos hormônios T3 e T4 pela tireoide (Ortiga-Carvalho et al., 2016).  

Uma das disfunções da tireoide é o hipertireoidismo, condição em que há excesso 

de produção de hormônios tireoideanos. Esta desordem aflige em torno de 0,1 a 1,3% da 

população mundial com suficiência de iodo (Garmendia et al.2014) (Figura 1).  

Figura 1 - Distribuição do hipertireoidismo no mundo de acordo com sua prevalência. As regiões em 

branco no mapa representam ausência de dados obtidos. As regiões em vermelho escuro apresentam maior 

presença de hipertireoidismo, onde destaca-se o Brasil. Adaptado a partir de Taylor et al., 2018 

 

Alguns fatores associados à predisposição ao hipertireoidismo são: ser do sexo 

feminino (McLeod e Cooper, 2012), idoso (Bagchi, Brown e Parish, 1990) ou fumante 

(Wiersinga, 2013) e ingerir iodo em excesso (Manji et al., 2006; Leung e Braverman, 

2014). As estatísticas no Brasil mostram a variação da prevalência de acordo com gênero 

e idade (Tabela 1). Na faixa etária entre 35 a 74 anos, o percentual de hipertireoidismo 

subclínico, o qual se caracteriza por níveis normais de T3 e T4 e reduzidos de TSH, o total 

foi de 1,3%, sendo mais presente em mulheres, onde o percentual foi de 0,8% (Benseñor
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 et al., 2011). Já o percentual de pacientes com hipertireoidismo evidente, o qual se 

caracteriza por níveis aumentados de T3 e T4 e reduzidos de TSH, observou-se um 

percentual de 0,3% e 0,4% para homens e mulheres, respectivamente. Em outro estudo 

realizado com pacientes acima de 65 anos, encontrou-se um percentual de 

hipertireoidismo subclínico de 2,4% no total, sendo 2,8% em mulheres e 1,9% em homens 

(Olmos et al., 2015) (Tabela 1).  O percentual de idosos acima de 65 anos com 

hipertireoidismo evidente foi de 0,7% neste estudo. 

 

Tabela 1.Prevalência de hipertireoidismo por gênero: estudo populacional 

ELSA-Brasil (2015): 14,590 men and women 35–74 years 

from 6 capitals in Brazil 2 

Homem 

(%) 

Mulher 

(%) 

Total 

(%) 

Hipertireoidismo subclínico 0,5 0,8 1,3 
Hipertireoidismo evidente 0,3 0,4 0,7 
Sao Paulo Ageing& Health Study (SPAH) (2013): 1373 men 

and women ≥ 65 years from poor area of São Paulo1 

Homem 

(%) 

Mulher 

(%) 

Total 

(%) 

Hipertireoidismo subclínico 1,9 2,8 4,7 

Hipertireoidismo evidente 0,4 0,8 1,2 

1R.D. Olmos et al. Gender, race and socioeconomic influence on diagnosis and treatment of thyroid 

disorders in the Brazilian Longitudinal Study of Adult Health (ELSA-Brasil). Brazilian Journal of Medical 

and Biological Research. vol.48 no.8 Ribeirão Preto Agosto. 2015.2 Benseñor I.M et al. Prevalence of 

thyroid disorders among older people: results from the São Paulo Ageing & Health Study.Cad. Saúde 

Pública vol.27 no.1 Rio de Janeiro Jan. 2011.  

O hipertireoidismo pode ser subdivido de acordo com suas causas (Figura. 2), a 

principal sendo a doença de Graves ―  uma condição autoimune responsável por 

estimular a produção de anticorpo anti-receptor do hormônio estimulador da tireoide 

(TRAb) (TSH) (Weetman, 2003). A presença de nódulos ou tumores na tireoide podem 

levar ao elevação da produção de hormônios tireoideanos (De Leo, Lee e Braverman, 

2016). Além disso, o iodo é parte da composição dos hormônios tireoideanos e o desnível 

em sua concentração sérica pode estimular a produção hormonal pelos folículos 

tireodeanos (Leung e Braverman, 2014).  

O hipertireoidismo fictício é condição onde os níveis de hormônios circulantes 

encontram-se aumentados sem alterações morfológicas ou funcionais aparentes (Pearce, 

2006). Este resultado pode ser devido a ingestão de hormônios tireoideanos para 

tratamento do hipotireoidismo ou para emagrecimento (De Leo, Lee e Braverman, 2016). 

Além disso, o tratamento da arritmia cardíaca com a droga amiodarona, a qual é 

estruturalmente semelhante a tiroxina e promove aumento de T4 circulante por inibir a 

atividade enzimática da conversão para T3 (Loh, 2000). 
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Figura 2 - Tipos de hipertireoidismo e suas causas. O hipertireoidismo possui algumas causas conhecidas 

como: a Doença de Graves, onde há produção de anticorpos anti-receptor de TSH; alterações funcionais 

causadas por nódulos (tumores ou câncer); ingestão excessiva de iodo que faz parte da composição dos 

hormônios; e o hipertireoidismo fictício, que não altera a atividade funcional da glândula mas promove 

aumento dos níveis circulantes de hormônios tireoideanos por administração hormonal. 

 

 

1.2.  Aspectos gerais da hematopoiese na medula óssea 

A geração de células do sistema linfo-hematopoiético ocorre na medula óssea, 

onde se diferenciam a partir de células tronco, processo este denominado hematopoiese 

(Orkin e Zon, 2008) (Figura 3). 

A medula óssea, localizada no interior de ossos longos, é constituída pelo 

parênquima, responsável pela hematopoiese, e o estroma, responsável pela sustentação e 

manutenção das células-tronco e progenitoras hematopoéticas que se auto-renovam 

(Dzierzak e Speck, 2008). No parênquima, próximo ao endósteo, as células-tronco 

multipotentes quiescentes (CTH-LD) são as responsáveis pela geração das diferentes 

linhagens de células sanguíneas listadas na Figura 3 (Fliedner et al., 2012). O estroma 

contém células tronco multipotentes não-hematopoéticas capazes de gerar células como 

osteoblasto, adipócitos, células reticulares e endoteliais (Zhao et al., 2012).
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Figura 3 – Hematopoiese. CTH – LD: células tronco de longa duração. CTH – CD: células tronca de curta duração. 

PCM: progenitor comum mieloide. PCL: progenitor comum linfoide. PME: progenitor megacariócito/eritrócito. 

PGM: progenitor granulócito/macrófago. Adaptada a partir de Orkin e Zon, 2008. 

 

As células-tronco de longa duração (CTH-LD) são mais indiferenciadas que as células-

tronco de curta duração (CTH-CD), as quais tem uma capacidade de auto-renovação limitada 

(Wilson et al., 2008; Fuchs e Chen, 2013). Tais células dão origem aos progenitores comuns 

mieloide (PCM) e linfoide (PCL). A partir dos PCM ocorre a diferenciação dos progenitores de 

megacariócitos e eritrócitos (PME) e progenitores de granulócitos e monócitos (PGM) que vão 

se diferenciar em basófilos, eosinófilos, neutrófilos, mastócitos e macrófagos. A partir dos PCL 

ocorre a diferenciação dos progenitores de linfócitos B e T (Orkin e Zon, 2008). Enquanto, os 

linfócitos B se diferenciam na medula óssea, os progenitores de linfócitos T oriundos da medula 

óssea migram para o timo, onde terminam o processo de seleção e diferenciação em células T 

maduras capazes de distinguir o próprio do não próprio (Mostardinha e Vistulo de Abreu, 2012; 

Furusawa e Yamaguchi, 2016). Após a diferenciação na medula óssea e no timo, células 

maduras caem na corrente sanguínea e migram para os órgãos linfoides secundários, sítios onde 

ocorre a resposta imune (Thompson, 2012).

Basófilo 
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A regulação do processo de diferenciação de células-tronco no nicho hematopoiético 

ocorre em resposta a fatores solúveis, como fatores de crescimento, hormônios, citocinas e 

quimiocinas; e ao contato célula-matriz extracelular ou célula-célula, através dos receptores de 

membrana (Anthony e Link, 2014). Os progenitores e precursores variam a expressão de 

algumas moléculas conforme ocorre a especialização e diferenciação celular. Um desses 

marcadores é cKit, um receptor de tirosina quinase codificado pelo protooncogene de mesmo 

nome, cuja função está relacionada à manutenção de progenitores hematopoiéticos e controle 

da diferenciação (Ogawa et al., 1991).  

 

1.3. O baço 

O baço é um órgão capsulado localizado próximo ao estômago, cujas funções estão 

ligadas a circulação sanguínea. Sua morfologia distingue-se entre a polpa vermelha, marcada 

pela forte presença de eritrócitos, e a polpa branca apresenta células do sistema imune, 

principalmente linfócitos (Cesta, 2014). No baço, ocorre a eliminação de eritrócitos antigos ou 

danificados e nele estão presentes linfócitos T e B em sítios específicos (Mebius e Kraal, 2005). 

Tais células chegam ao baço através de artérias aferentes que se ramificam em vasos de menor 

calibre como as arteríolas centrais. Ao redor dessa arteríola se forma uma área denominada de 

bainha periarteriolar, rica em linfócitos T. Na porção final da ramificação se forma a área rica 

em linfócitos B denominada folículo (Figuras 4A e 4B). Ao redor do folículo se encontra a zona 

marginal contendo macrófagos, neutrófilos, linfócitos B e plasmócitos (Figura 4C). O sangue 

retorna através dos seios venosos presentes na polpa vermelha e os vasos aumentam de calibre 

até a veia coletora (Steiniger, Bette e Schwarzbach, 2011).
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Figura 4 – Morfologia esplênica e circulação sanguínea. A) Estrutura morfológica e B) Circulação aferente e 

eferente esplênica (adaptada a partir de Meubius e Kraal 2005 e Cataldi et al., 2017). C) Imagem ilustrativa 

mostrando células mieloides e linfoides no folículo linfoide e na zona marginal e a polpa vermelha.  

 

A organização da área de polpa branca do baço e o posicionamento de linfócitos são 

mantidos com auxílio de quimiocinas, como CXCL13 que atrai linfócitos B CXCR5+ para o 

folículo (Ansel et al., 2000); e CCL21 e CCL19 que atraem linfócitos T CCR7+ para a bainha 

periarteriolar (Gunn et al., 1999). Já na zona marginal e na polpa vermelha, a localização de 

linfócitos B é mantida através da alta expressão de esfingosina 1-fosfato (S1P) (Arnon e Syster, 

2014) e seus respectivos receptores nos linfócitos B, esfingosina 1-fosfato (S1PR1) e 3-fosfato 

(S1PR3). Dessa forma, os linfócitos B sofrem menor influência da quimiocina CXCL13 

(Cinnamon et al., 2004). Ademais, linfócitos B de zona marginal conseguem circular através 

da corrente sanguínea pela alta presença de S1P (Pappu et al., 2007). 

 

1.4. Neutrófilos 

 Oriundos de precursores granulocíticos da medula óssea, os neutrófilos são células do 

sistema imune inato com capacidade de serem os primeiros a chegarem da circulação a um sítio 

de inflamação e responderem, mas apresentam um tempo de meia vida curto sendo eliminados
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 após a resposta (Anderson, 2001). Essas células polimorfonucleadas, assim chamadas pelo 

formato de seus núcleos quando maduras, são produzidas na medula óssea diariamente em 

grandes quantidades, aproximadamente 1011 células. A maior parte dessas células permanece 

em seu sítio de origem até serem estimuladas a migrar conforme necessidade (Dancey et al. 

1976, Furze e Rakin, 2008). A regulação da produção desses granulócitos ocorre mediante a 

apoptose dessas células na periferia e na medula óssea. A fagocitose de neutrófilos apoptóticos 

induz a formação de um ambiente anti-inflamatório com redução da expressão de IL-23 e IL-

17, o que leva a diminuição da sua produção (Stark et al., 2005). 

Para se manterem na medula óssea, os neutrófilos possuem alta expressão de CXCR4. 

Quando saem do órgão, tais células recebem sinalização para diminuir a expressão de CXCR4 

e aumentar a expressão de CXCR2 e de moléculas adesão tais como CD11b (Eash et al., 2010; 

Mazor et al., 2008). Outro marcador associado a neutrófilos é o Ly6G do clone 1A8 (Daley et 

al., 2008; Bruhn et al., 2016). 

As funções clássicas dos neutrófilos incluem a eliminação de patógenos através da 

fagocitose e a liberação de grânulos e formação de redes extracelulares de neutrófilos (NET). 

Contudo, já foi demonstrada a existência de grupos heterogêneos de neutrófilos com atuações 

variadas (Rosales, 2018). Como por exemplo, a participação de um tipo específicos desses 

granulócitos na ativação, sobrevivência e diferenciação de linfócitos B de zona marginal 

juntamente com uma diversificação do repertório de anticorpos (Puga et al., 2011). 

 

1.5. Linfócitos B e diferenciação plasmocitária 

Os linfócitos B têm origem a partir de um progenitor comum linfoide comprometido 

com a linhagem linfocitária que passar a expressar a molécula B220 (Ogawa, ten Boekel e 

Melchers, 2000). O processo de diferenciação de linfócitos B é guiado pela montagem de 

estrutura responsável por reconhecer antígenos em linfócitos B, o receptor de linfócitos B 

(BCR), formado por uma cadeia leve e uma cadeia pesada de imunoglobulina (Hardy e 

Hayakawa, 2001).  

Antes de migrarem para a periferia, as células B são testadas quanto à funcionalidade e 

intensidade de reatividade de seu BCR, por seleção positiva e seleção negativa respectivamente. 

A seleção positiva serve para garantir a sobrevivência e proliferação de linfócitos B com BCR 

funcionais, ou seja, com capacidade de ligar aos antígenos específicos (Pillai 1999; Monroe et 

al., 2003). Já na seleção negativa, é realizada um balanço na avidez de interação com antígenos 

próprios. Alta avidez induz anergia ou morte celular (Harley et al., 1993), enquanto uma baixa
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 interação leva a uma baixa sobrevida (Goodnow et al., 1988), sendo este um mecanismo de 

tolerância central (Gradien et al., 1994; King et al., 1998). Uma vez finalizadas as etapas de 

checagem, os linfócitos B são liberados para migrarem em direção aos órgãos periféricos 

incluindo linfonodo e baço, no qual também ocorre seleção negativa (Hartley et al., 1993). 

Figura 5 – Desenvolvimento de linfócitos B e fenótipos associados. CTH: célula tronco hematopoiética. 

Adaptador a partir de Shapiro-Shelef e Calame, 2005. 

No baço, o linfócito B chega como célula de transição (T1) (CD23-CD21lo IgDlo) e ao 

aumentar a expressão de IgD, CD21 e CD23 adquire o fenótipo de célula de transição 2 (T2) 

(Figura 5) (Shapiro-Shelef e Calame, 2005). Neste estágio, a célula pode se tornar um linfócitos 

B folicular comprometido com respostas T dependentes, ou um linfócitos B de zona marginal 

comprometido com resposta T independente. (Pillai e Cariappa, 2009). Os linfócitos B quando 

ativados sofrem expansão clonal e diferenciam para plasmablasto e plasmócitos (Montecino-

Rodriguez e Dorshkind, 2012). 

Além da população de linfócitos B convencionais (também conhecida como B2), existe 

a população B1, oriunda do fígado fetal. Estas células se localizam principalmente nas 

cavidades pleurais e peritoneal e produzem anticorpos naturais ligados e IgA (Allman e Pillai, 

2008; Baumgarth, 2011; Montecino-Rodriguez e Dorshkind, 2012).
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 Os linfócitos B de zona marginal, pela sua localização são capazes de responder a 

antígenos vindos do sangue mediante ativação T-independente com co-estimulação através de 

receptores de padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs) como os receptores do tipo 

Toll (Lopes-Carvalho e Kearney, 2004; Genestier et al., 2007). Os plasmócitos gerados neste 

tipo de resposta costumam ser de vida curta, entrando em apoptose após realizar a sua função 

por falta de recebimento de estímulos para a sobrevivência (Nossal e Makela, 1962).  

Já os linfócitos B foliculares são dependentes da ativação de linfócitos T e estímulo para 

a formação de centro germinativo na área folicular (Nutt e Tarlinton, 2011; Shlomchik e Weisel, 

2012). Nesta área, ocorre a expansão clonal e a hipermutação somática resultando em maior 

especificidade da imunoglobulina e, posteriormente, a troca da classe desse anticorpo ou class-

switching (Liu et al., 1996). Neste ponto, podem ser geradas células B de memória, as quais 

podem se diferenciar em plasmócitos em uma resposta imune secundária (Tangye et al., 2003), 

ou plasmócitos de longa vida (Phan et al., 2006) (Figura 6). 

 

Figura 6 – Diferenciação plasmocitária. ASC: do inglês antibody secreting cells. CSR: do inglês class-swiching 

recombination. Adaptador a partir de Shapiro-Shelef e Calame, 2005.
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Os plasmócitos de longa vida são encarregados de promoverem uma resposta humoral 

a longo prazo, uma vez que migram para sítios de sobrevivência tais como a medula óssea. Para 

conseguirem realizar este retorno e retenção na medula óssea, os plasmablastos passam a 

expressar CXCR4 para chegar aos nichos de sobrevivência medulares se diferenciam na sua 

forma final efetora e ali permanecem produzem anticorpos e recebendo constante estímulos 

moleculares de citocinas para manutenção de sua longevidade. (Manz et al., 1998; Tokoyoda 

et al. 2010). O nicho de sobrevivência de plasmócitos é um local onde células estromais 

expressam CXCL12 (Sugiyama et al., 2006), uma quimiociona para endereçamento à medula 

ligante de CXCR4, e citocinas tais como o fator de ativação de linfócitos B (BAFF) e ligante 

indutor de proliferação (APRIL) atuantes na sobrevivência plasmocitária (Benson et al., 2008; 

Chu e Berek, 2013). 

 

1.6. Ações de hormônios tireoideanos sobre o sistema imune 
 

Os receptores de hormônios tireoideanos estão presentes em praticamente todos os tipos 

celulares (Ortiga-Carvalho, Sidhaye e Wondisford, 2014). Assim, a desregulação do 

funcionamento da tireoide, pode alterar a fisiologia de células do sistema imune (Tabela 2).  

 

       Adaptado a partir de De Vito et al., 2011. 

 

Na literatura, há resultados controversos quanto à produção de anticorpos em condição 

de hipertireoidismo ou hipotireoidismo (De Vito et al, 2011). Em células do sistema

Tabela 2. Efeitos de hipertireoidismo e hipotireoidismo em funções comuns do 

sistema imune 

Função Hipertireoidismo Hipotireoidismo 

Produção de anticorpos ou ou 

Migração/quimiotaxia ou  ou 

Marcadores pro-inflamatórios   

Proliferação linfocitária   

Espécies reativas de oxigênio  ou 

Capacidade antioxidante   
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 linfohemapoiético, estudos in vitro e in vivo mostraram a capacidade de T3 e T4 em estimular 

a eritropoiese, a produção de hemácias (Malgor et al., 1965; Golde et al., 1977; Fandrey et 

al.,1994). Em testes com células dendríticas imaturas expostas a T3 in vitro mostrou-se aumento 

de sua maturação em comparação ao grupo controle (Mascanfroni et al., 2008). Um aumento 

da diferenciação de macrófagos e a polarização dessas células para anti-inflamatório M2 

também foi observado no hipertireoidismo (Perrota et al., 2014). Estudos com animais que 

receberam injeção intratímica de T3 com fluoresceína mostraram que ocorreu um aumento de 

recentes emigrantes tímicos para os órgãos linfoides periféricos (Ribeiro Carvalho et al., 2007).  

A interação entre os sistema imune, endócrino e imunológico é feita através da produção 

de moléculas sinalizadores, hormônios e citocinas, assim como através de seus respectivos 

receptores (Besedovsky e del Rey, 1996). A triiodotironina atua em células do sistema imune 

inato promovendo aumento de liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

mieloperoxidase em neutrófilos; e de ROS e enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) em 

macrófagos. T3 ainda estimula ativação de células dendríticas e apresentação de antígenos a 

linfócitos T. Já nas células do sistema imune adaptativo, T3 é descrito como capaz de promover 

aumento da proliferação de linfócitos T e da proliferação e diferenciação plasmocitária a partir 

de linfócitos B (Tabela 3). 

 

1Szabo et al., 1996; 2 Fernandez e Videla, 1995; 3Mooij et al., 1994. 4Mascanfroni et al., 2008. 5Alamino et al., 

2015;6Rosa et al., 1995.7Ruytinx et al., 2018. 8,10Balázs et al., 1980.9Bloise et al., 2014. 11Villa-verde et al., 1993.

Tabela 3 – Efeito de triiodotironina sobre o sistema imune inato e adaptativo 

Sistema Imune Inato Sistema imune adaptativo 

Tipo celular Resultado Tipo celular Resultado 

Neutrófilos ROS1, MPO2 Linfócitos B Proliferação, 

8diferenciação 

plasmocitária9 

Células dendrítica 3Maturação,4ativação 

5apresentação 

Linfócitos T Proliferação10, 

migração11 

Monócitos/macrófagos 6 ROS, 7iNOS   
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 No hipertireoidismo já foi descrito aumento do tamanho do baço (Baldridge e Peterson, 

1927) assim como da celularidade de esplenócitos, tendo sido mais evidente em machos que 

em fêmeas (Bloise et al., 2014). Porém, não se sabe se o excesso de T3 circulante promove 

alterações na morfologia esplênica de forma distinta entre machos e fêmeas. Nosso grupo 

também demonstrou a capacidade de triiodotironina em excesso em induzir aumento da 

diferenciação plasmocitária (Bloise et al., 2014). Neste caso, o mecanismo responsável pela 

diferenciação de plasmócitos ainda é desconhecido. Por outro lado, dados da literatura indicam 

que granulócitos, em particular os neutrófilos, podem regular a diferenciação de linfócitos B. 

Buscamos compreender como os efeitos de T3 no sistema imune poderão contribuir para 

entendimento dos mecanismos de regulação no hipertireoidismo de Graves, onde ocorre 

produção de auto-anticorpos por linfócitos B que estimulam a produção constante de hormônios 

tireoideanos (Weetman, 2003). Assim, nesse estudo interessamo-nos por investigar o efeito do 

excesso de T3 circulante sobre a diferenciação de neutrófilos e sobre a população de neutrófilos 

esplênicos buscando estabelecer uma possível correlação com a diferenciação plasmocitária. 

..
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3. OBJETIVOS  

 

Objetivo geral 

 Investigar o efeito do excesso de triiodotironina sobre a morfologia esplênica e 

populações de neutrófilos e plasmócitos na medula óssea e no baço murino. 

 

Objetivos específicos 

• Analisar as alterações morfológicas de distintas regiões esplênicas, onde estão 

localizados os granulócitos, linfócitos B e plasmablastos, em camundongos machos e 

fêmeas tratados com T3 

• Investigar o efeito do excesso de T3 circulante sobre a população de neutrófilos e 

plasmócitos na medula óssea e no baço. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Animais  

Camundongos C57BL/6 jovens machos com idade de 5 semanas foram mantidos em 

gaiolas de propileno contendo maravalha esterilizada e acesso a agua e ração ad libitum em 

temperatura e iluminação controlados no Biotério do bloco F2 do Instituto de Ciências 

Biomédicas, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro.  Os 

procedimento foram realizados de acordo com as normas do CEUA (Comitê de Ética no Uso 

de Animais para Experimentação/CCS/UFRJ) aprovados sob n° de protocolo A09/19-048-18. 

 

4.2. Preparação da solução de T3 e injeção in vivo 

T3 (cat #T2877 - Sigma 95% HPLC Powder–100MG. Lot. 106K1157V) foi dissolvido 

em solução de NaOH 1N de acordo com as recomendações do fabricante. A solução foi diluída 

em um volume final de 5,8mL na concentração de 0,5mg/mL, aliquotada em microtubos 

(200µL cada) e armazenada a -20°C.  

Os camundongos foram separados em grupos controle e tratados com T3 (n=4/grupo) e 

pesados para se calcular o volume necessário de T3 a ser injetado, em torno de 5µg/10g peso 

do camundongo em ambiente estéril. O tratamento hormonal consistiu na injeção subcutânea 

diária de 100µL de solução contendo solução salina de NaCl 0,9% e/ou T3 durou quatorze dias. 

No 15º dia os animais foram eutanasiados, baço foi retirado e fêmur fora removido para 

obtenção da medula óssea a partir de flushing. 

4.3. Processamento e coloração histológica  

Os baços foram coletados e fixados em formalina 4% e permaneceram imersos por 24h. 

As amostras foram processadas em banhos de quarenta minutos cada com quantidades 

crescentes de álcool 80%, 90%, 100% para remover a água presente no tecido. Em seguida, o 

material passou para a etapa de diafanização em dois banhos de xilol. Por fim, na etapa de 

inclusão as amostras foram submergidas em parafina líquida a 60°C e resfriados posteriormente 

no congelador a -20°C. Os cortes foram realizados nos micrótomos (Leica RM2125 RTS; SLEE 

CUT 5062), uma média de 3 a 5 cortes por bloco de parafina, com espessura de 5µm e colocados 

em banho-maria a 48°C antes de serem aderidos às lâminas de vidro. As lâminas ao estarem 

secas foram colocadas a 60ºC para derreter a parafina. As etapas seguintes foram: 

desparafinização com xileno; reidratação com concentrações decrescentes de álcool (100%, 

95%,70%) e água; coloração com hematoxilina e eosina; desidratação com concentração
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 crescentes de álcool (95%,100%,100%), clarificação em três banhos de xileno. A montagem 

final foi feita com Entellan e aplicação de lamínula. As fotomicrografias foram capturadas em 

um microscópio invertido Olympus IX71 (Olympus, EUA) nas objetivas de 4x,10x,40x e 100x. 

 

4.5. Histomorfometria 

 Dez folículos esplênicos íntegros foram selecionados aleatoriamente dentro de 

quadrados de 1mm2 por corte de cada animal (Figura 7A). As delimitações foram feitas 

utilizando um halo interno (folículo) e um halo externo (polpa branca) com a área de zona 

marginal sendo obtida a partir da subtração entre o halo externo e o interno. Uma linha foi 

tracejada na escala de 1mm para atribuição de valores reais ao programa. A delimitação da 

polpa branca, folículos e zona marginal e o cálculo foram feitos com auxílio do programa 

ImageJ (NIH, EUA). 

 

Figura 7 – Metodologia da histomorfometria. Baço de camundongo tratado com triiodotironina. A) Em azul, áreas 

de 1mm2 contendo folículos selecionados. Aumento de 40x. B) em amarelo, marcação envolvendo o folículo e C) 

em amarelo, marcação de limitando a polpa branca (folículo+zona marginal). Imagens ampliadas de mesmo 

aumento. 

 

4.3. Citometria de Fluxo  

 

4.3.1. Preparação das amostras 

 

O baço foi macerado em solução PBS+SFB 1%. As células foram centrifugadas e 

ressuspensas em solução de ACK afim de remover as hemácias presentes, com posterior
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remoção do ACK. A medula óssea foi removida através da técnica de flushing do fêmur com 

auxílio de agulha e seringa. A celularidade dos órgãos foi obtida através da contagem em 

câmara de Neubauer. Um total de106 células suspensas em 20µl PBS+SFB 1% a temperatura 

de 4ºC foram colocadas em cada poço da placa de 96 poços. Em seguida, as células foram 

incubadas por 15 minutos com solução de BSA 0,2% para bloqueio de sítios inespecíficos. A 

incubação por 30 minutos a 4°C foi feita com os anticorpos primários listados na Tabela 4.  

 

Tabela 4 –Anticorpos utilizados na citometria de fluxo. 

Anticorpo Fluorocromo Clone Concentração Diluição Fabricante 

Anti-B220 FITC 17-A2 0.5 mg/mL 1:100 BD 

Anti-B220 PerCP RAE3-6B2 0.2 mg/mL 1:100 BD 

Anti- CXCR4 APC L267F12 0.2 mg/mL 1:500 Biolegend 

Anti- CXCR4  FITC 2B11 0.5 mg/mL 1:500 BD 

Anti-CD11b FITC M1/70 0.6 mg/mL 1:500 Biolegend 

Anti-CD138 PE 281-2 0.2 mg/mL 1:500 BD 

Anti-cKit APC ACK2 0.2 mg/mL 1:200 BD 

Anti-cKit PE ACK2 0.2 mg/mL 1:200 BD 

Anti-Ly6G APC 1A8 0.2 mg/mL 1:500 Biolegend 

*todos os anticorpos utilizados são IgG de rato reativas a camundongo. 

 

4.3.2. Aquisição e análise pós-aquisição 

 

As lavagens foram feitas em PBS 1x, para remoção dos anticorpos não ligantes, com 

subsequente centrifugação a 1400 rpm em temperatura de 4°C. Após a lavagem as células foram 

ressuspensas e analisadas no citômetro de fluxo (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Especificações do citômetro 

Instrumento: BD FACScalibur 

Laser Azul(488nm)  Vermelho (635nm) 

Filtros 585/42 530/30 661/16 670 

Fluorocromos PE FITC APC PerCP 

  

Um total de 100000 a 200000 eventos foram adquiridos no citômetro FACScalibur 

(Becton e Dickison) (Tabela 5). Precursores de neutrófilos foram identificados como 

cKit+CD11b+Ly6G+. Os neutrófilos foram identificados como cKit-CD11b+Ly6G+ (medula 

óssea) ou CD11b+Ly6G+ (baço). Plasmócitos foram identificados como cKit-B220-CD138+
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(medula óssea) ou B220-CD138+ (baço). Plasmablastos foram identificados como cKit-

B220+CD138+ (medula óssea) e B220+CD138+ (baço). Plasmócitos de longa vida foram 

identificados como cKit-B220-CD138+CXCR4+. A análise de dados foi feita com auxílio do 

programa Kaluza, Beckman Coulter. 

 

4.5. Análise estatística 

 O teste análise de variância (ANOVA) foi utilizado para avaliar histomorfometria. O 

teste T não pareado fora empregado para análise dos dados de citometria de fluxo. Os gráficos 

foram feitos com auxílio do software GraphPad Prism versão 8. O valor de p<0,05 foi 

considerado significativo. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Tratamento com triiodotironina promove fusão folicular no baço de camundongos e 

análise histomorfométrica de áreas esplênicas 

 

 Ao realizarmos a análise histológica do baço de animais tratados com T3, observamos 

que as áreas linfoides esplênicas de camundongos machos e fêmeas se fusionam gerando 

grandes folículos, efeito não observado no grupo controle (Figura 8A). Ao compararmos o 

tamanho das áreas linfoides dos camundongos, verificamos que a área de polpa branca teve um 

tendência de aumento em relação aos animais controles. Este efeito foi mais evidente em fêmeas 

que em machos tratadas com triiodotironina. A área folicular esplênica também aumentou mais 

em fêmeas tratadas com triiodotironina em comparação aos machos (Figura 8B). Não houve 

diferença significativa na área de zona marginal dos animais utilizados. (Figura 8B).
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Figura 8. Fotomicrografias do baço de camundongos machos e fêmeas do grupo controle e tratado com 

triiodotironinina e histomorfometria de áreas linfoides.  A) Baço de animais fêmeas e machos controle e tratado. 

B) Área de polpa branca, folicular e zona marginal. Coloração: hematoxilina e eosina. Aumento de 100x. 

n=3/grupo. *p<0.05. Preto tracejado: delimitações de áreas de polpa  branca.
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5.2. Distribuição difusa de leucócitos pela polpa vermelha no baço de camundongos 

machos tratados com T3 

 

Animais machos tratados com T3 apresentaram menos definição da delimitação de áreas 

de zona marginal e folicular que os animais controles (Figura 9). Verificamos aumento da 

distribuição difusa de leucócitos na polpa vermelha (Figura 9). 

 

Figura 9 – Fotomicrografias do baço de camundongos machos tratados com triiodotironina. O asterisco branco 

ressalta áreas da polpa vermelha com presença de leucócitos. Coloração: hematoxilina e eosina. Aumento de 200x. 

n=3/grupo. Espessura dos cortes: 5µm.
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5.3. T3 aumenta celularidade esplênica e o número de neutrófilos no baço 

 

Avaliamos a população celular do baço por quantificação na câmara de Neubauer e por 

citometria de fluxo utilizando o marcador Ly6G para identificar a população de neutrófilos 

(Figura 10). Verificamos que houve uma tendência ao aumento da celularidade total esplênica 

nos camundongos tratados com T3 (37,8 ±12,6; p valor = 0.054) em comparação ao grupo 

controle (21±6,2) (Figura 10B). Quanto à população total de neutrófilos CD11b+Ly6G+, foi 

possível observar uma tendência ao aumento do número dessas células no grupo tratado com 

T3 (controle: 4,8±1,15; T3: 5,6±1,7) (Figura 10C). Quando analisamos a granulosidade na 

população CD11b+Ly6G+ esplênica, detectamos tendência a redução do número de neutrófilos 

mais granulosos (SSChi) (controle: 0,57±1,15; T3: 0,2±1,7) e tendência de aumento dos menos 

granulosos (SSCint
) (controle: 3,96±1; T3: 5,3±2) (Figuras 10D e 10E). 

 

 

Figura 10 – Efeito de triiodotironina sobre esplenócitos e neutrófilos. A) Estratégia de gate para análise de 

neutrófilos. Inicialmente foi feito um gate para leucócitos, a partir dele foi feito o gate de neutrófilos 

(CD11b+Ly6G+) e por fim foi analisada a granulosidade dessas células por SSC (side scatter channel). B) 

Celularidade do baço. C) Neutrófilos. D) Neutrófilo SSCint e E) Neutrófilo SSChi. n=4/grupo.*p<0.05, **p<0.005.
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5.4. T3 aumenta celularidade e modula granulopoiese na medula óssea 

 Ao analisarmos a medula óssea, foi possível observar que T3 promoveu aumento da 

celularidade total em camundongos tratados com T3, em comparação ao grupo controle 

(controle: média 8,7±2,07; T3: 15,4±1,33) (Figura 11B). A marcação para identificar neutrófilos 

e seus precursores de acordo com a expressão de CD11b, Ly6G, FSC e SSC (Figura 11). Não 

houve diferença significativa no número de precursores de neutrófilos (cKit+CD11b+Ly6G+) 

(controle: 0,6±0,16; T3: 0,54±0,04) (Figura 11B) no grupo tratado com T3 em comparação ao 

controle (Figura 11C). Porém, o número absoluto de neutrófilos maduros (cKit-CD11b+Ly6G+) 

aumentou significativamente no grupo tratado com T3 (controle: 2,14±0,68; T3: 3,3±0,48) 

(Figura 11D).  

 

Figura 11 – Aumento da celularidade e de neutrófilos na medula óssea de camundongos tratados com 

triiodotironina. A) Estratégia de demarcação de área para progenitores de neutrófilos e células maduras. 

Inicialmente a demarcação de área de leucócitos foi definida por SSC (side-scatter channel) e FSC (forward scatter 

channel). A seguir definiu-se a área de células mieloides (CD11b+). Para distinção entre neutrófilos maduros e 

seus progenitores realizou-se análise gráfica considerando os marcadores cKit e Ly6G. B) Celularidade da medula 

óssea. C) Número de precursores de neutrófilos (cKit+CD11b+Ly6G+) e D) Neutrófilos maduros (cKit-

CD11b+Ly6G+). n=4.*p<0.05, **p<0.005.
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5.5. A expressão de CD11b parece reduzir em neutrófilo da medula óssea e do baço após 

tratamento dos animais com T3. 

 

Ao avaliarmos o efeito de excesso de T3 circulante sobre a expressão de CD11b por 

neutrófilos Ly6G+, verificamos que houve uma tendência a diminuição de intensidade de 

fluorescência para CD11b tanto nos progenitores de neutrófilos (controle: 34,8 ±4,6; T3: 

31,1±1,17) quantos nos neutrófilos maduros da medula óssea (controle: 35,2±5,5; T3: 29,5, 

±3,63) como nos esplênicos (controle: 28,9±10; T3: 20,90±6,15) (Figura 12).  

   

Figura 12 – Modulação da expressão de CD11b em camundongos tratados com triiodotironina. Histogramas 

representativos da expressão de CD11b e gráficos da média da intensidade de fluorescência geométrica (gMIF) de 

CD11b em (A, B) precursores de neutrófilos; e em neutrófilos maduros da (C, D) medula óssea e (E, F) do baço. 

Nos histogramas, cinza claro representa controle negativo, sem anticorpo primário; cinza médio, células do animal 

injetado com solução veículo tratadas com anticorpo primário; e cinza escuro: animal tratado com T3 que recebeu 

anticorpo primário (n=4/grupo). 
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5.6. Aumento de plasmablastos e plasmócitos na medula óssea e no baço de camundongos 

tratados com T3 

 As análises de citometria de fluxo realizadas tanto na medula óssea como no baço 

mostram que ambas as populações de plasmablastos (cKit-B220+CD138+) e plasmócitos (cKit-

B220-CD138+) aumentaram na medula óssea plasmablastos (controle: 3,86±1,93; T3: 8,215, 

±2,323) plasmócitos (controle: 0,71±0,28; T3: 1,41± 0,35) e no baço (plasmablastos controle: 

0,12±0,051; T3: 0,38±0,17) plasmócitos (controle 0,4±0,14; T3: 0,84±0,177) mediante o 

tratamento hormonal (Figura 13).      
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Figura 13 – Aumento do número de células CD138+ na medula óssea e no baço de camundongos tratados com 

T3. Estratégias de gate e identificação das populações de plasmablastos e plasmócitos na medula óssea (A-C) e no 

baço (D-F). Inicialmente foi feito um gate de leucócitos e, a partir deste, fez-se a separação de células marcadas 

ou não para cKit , CD138 e B220.  Os plasmablastos foram identificados como cKit-B220+CD138+ (B, E) e os 

plasmócitos como cKit-B220-CD138+. (C, F). n=4/grupo.*´p<0.05.
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5.7. População CD138+CXCR4+ diminui na medula óssea e aumenta no baço de 

camundongos tratados com T3 

Ainda não foi descrito na literatura o efeito de triiodotironina sobre a população de 

plasmócitos CXCR4+ de vida longa. Ao analisarmos por citometria de fluxo, verificamos que 

ocorreu um aumento no número de plasmablastos (B220+CD138+CXCR4+) (controle: 

0,48±0,29; T3: 0,95±0,19) e plasmócitos (B220-CD138+CXCR4+) (controle: média 0,02±0,03; 

T3: 0,3724±0,3473) no baço dos animais tratados com T3. Entretanto, na medula óssea a 

população de plasmócitos B220-CD138+CXCR4+ houve uma tendência de redução (controle: 

0,42±0,35; T3: 0,17±0,14) após tratamento com o hormônio (Figura 14).   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 – Plasmablastos e plasmócitos CXCR4+ da medula óssea e do baço são modulados por T3. (A-B) 

Histogramas representativos de células CD138+ e gráfico mostrando a média do número de células ckit-B220-

CD138+CXCR4+ na medula óssea. (C, D, E) Histogramas representativos de células CD138+ e gráfico mostrando 

a média do número de plasmablastos B220+CD138+CXCR4+ e plasmócitos B220-CD138+CXCR4+ no baço dos 

animais.  Nos histogramas, cinza claro representa controle negativo, sem anticorpo primário; cinza médio, células 

do animal injetado com solução veículo tratadas com anticorpo primário; e cinza escuro: animal tratado com T3 

que recebeu anticorpo primário (n=4/grupo)
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6. DISCUSSÃO 

 Inicialmente, investigamos o efeito do excesso de triiodotironina sobre o baço.  

Verificamos um aumento da celularidade do baço, o que está de acordo com dados prévios da 

literatura. Inclusive, no hipertireoidismo, já havia sido descrito um aumento do tamanho do 

baço (Baldridge e Peterson, 1927) e da polpa branca de camundongos tratados com 

triiodotironina (Bloise et al., 2014). Entretanto, a possível diferença na morfologia esplênica de 

camundongos machos e fêmeas ainda não tinha sido investigada. No presente estudo foi 

possível verificar que T3 em excesso promove alterações distintas na disposição da polpa branca 

em machos e fêmeas. Em machos, verificamos uma redução da polpa branca que ocorreu devido 

a uma distribuição difusa de leucócitos que invadiram a polpa vermelha do baço.  Desarranjo 

tecidual afetando a distribuição de células nesse órgão já foram descritas em situações de 

desequilíbrio provocadas em doenças autoimunes (Goltsev et al., 2018), durante o 

envelhecimento (Aw et al., 2016) ou por infecções (Hermida et al., 2018). 

Apesar da desorganização tecidual, observamos aumento no número de plasmócitos no 

baço de animais tratados com T3. Uma possível explicação para esse dado seria a interação de 

neutrófilos e linfócitos B descritos por Puga et al. (2011) em camundongos eutireoideos. Puga 

e colaboradores demonstraram a ocorrência de disruptura da microestrutura esplênica em 

doenças autoimunes (Lupus eritematoso sistêmico) e infecções com a presença de neutrófilos 

em áreas originalmente de linfócitos. Assim, não podemos descartar a possibilidade de que a 

citocinas secretadas por neutrófilos, como APRIL, BAFF e IL-6, possam estar atuando para 

estimular a diferenciação de linfócitos B em plasmócitos. 

Pesquisas sobre a influência dos hormônios tireoideanos em neutrófilos vem desde a 

década de 70. Nesta época provou-se a existência de sítios nucleares de ligação de T3 (Woeber, 

1977) e a capacidade de deiodinar tanto T3 quanto T4 em humanos (Klebanoff e Green, 1973; 

Woeber, 1978). Mais recentemente, estudos mostraram a expressão de transportadores de 

hormônios tireoideanos de MT8 (Boelen et at., 2005) em camundongos e MT10 em humanos 

(van der Spek et al., 2016), e presença de deiodinase do tipo 3, enzima responsável pela 

inativação dos hormônios (Boelen et at., 2005; van der Spek et al., 2016). Logo neutrófilos 

podem ser susceptíveis a variação da produção hormonal. 

 No presente estudo, verificamos ampliação do número de neutrófilos na medula óssea 

assim como uma tendência ao aumento dessas células no baço, o que está relacionado ao 

aumento da produção de outros leucócitos em camundongos hipertireoideos, conforme
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 mostrado na Tabela 3. Curiosamente, foi ainda possível observar uma tendência a diminuição 

da expressão de CD11b em camundongos machos tratados com triiodotironina. Uma maior 

expressão de CD11b está associado com a ativação de neutrófilos (Weirich et al., 1998; Siddiqi 

et al., 2001). Por outro lado, a redução da expressão de CD11b está relacionado à indução de 

apoptose de neutrófilos (Coxon et al., 1996; Atallah et al., 2012).  Neste contexto, vale ressaltar 

que um sintoma presente em pacientes com Doença de Graves é a neutropenia. As hipóteses 

para a ocorrência neutropenia variam desde a baixa produção ou retenção de neutrófilos na 

medula óssea (Ponassi et al., 2015) até o encurtamento do tempo de meia vida dessas células 

na periferia (Eakin, Peake e Weiss, 1983). Entretanto, quando pacientes com Graves são 

tratados com drogas tireoestáticas, a contagem de neutrófilos é normalizada, fortalecendo que 

hormônios tireoidianos modulam a fisiologia dessa população granulocítica (Eakin, Peake e 

Weiss, 1983; Aggarwal et al., 2016). Outra hipótese para a redução do número desses 

granulócitos surgiu a partir do soro de alguns pacientes que apresentaram anticorpos anti-

neutrófilos, essas célullas poderiam ser alvos da imunidade humoral induzindo redução de sua 

população (Kyritsi et al., 2015). Conjuntamente com nossos dados, podemos sugerir que a 

diminuição da expressão de CD11b seria um possível mecanismo responsável pela neutropenia 

encontrada em indivíduos hipertireoideos.  

Neste estudo verificamos também um aumento do número de plasmócitos, tanto na 

medula óssea quanto no baço dos animais tratados com T3.  Corroborando com nossos dados, 

já foi descrito o aumento da diferenciação plasmocitária in vitro (Paavonen, 1982) e in vivo 

(Bloise et al., 2014,) mediante tratamento com triiodotironina. Além disso, mostramos aqui que 

o tratamento com T3 aumentou no baço o número de células CD138+CXCR4+, as quais 

correspondem aos plasmócitos de vida longa. Essas células são importantes para manutenção 

da imunidade humoral e permanecem em sítios de sobrevivência produzindo anticorpos de 

forma contínua (Manz et al., 1998). Porém, verificamos que houve uma redução da população 

de células CD138+CXCR4+ na medula óssea, local a qual deveriam retornar devido a interação 

de CXCR4 com células CXCL12+ no nicho hematopoético de sobrevivência de plasmocitos de 

vida longa (Brynjolfsson et al., 2018).  Uma das hipóteses para explicar esse fenômeno seria 

considerar que pudesse estar ocorrendo uma redução da produção de CXCL12 pelas células da 

medula óssea, e outra quimiocina pudesse estar atuando como mecanismo de compensação para 

promover a migração de plasmócitos de vida longa para os seus sítios de sobrevivência na 

medula óssea, visto que observamos que o número total de plasmócitos aumenta na medula 

óssea dos animais tratados com T3. Isto não deixa de ser um indicativo de que os plasmablastos 

continuam migrando para a medula óssea.
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Outra hipótese seria baseada em dados que demonstram como o fator estimulador de 

colônia de granulócitos (G-CSF) é capaz de atuar no eixo CXC12/CXCR4 diminuindo a 

expressão de CXCR4 em neutrófilos e promovendo a saída e circulação sanguínea (Kim et al., 

2006); e reduzindo a liberação de quimiocinas por osteoblastos (Semerad et al., 2005). O G-

CSF é responsável por estimular a granulopoiese e o comprometimento com a linhagem 

mieloide (Lord et al., 1989; Richards et al., 2013). No hipertireoidismo um estudo mostrou 

aumento dos níveis séricos de G-CSF em pacientes com Doença de Graves antes e depois do 

tratamento, e ainda demonstrou ausência de correlação entre os níveis dessa citocina e os níveis 

hormonais (Iitaka et al., 1998). Todavia, o hormônio utilizado no estudo foi apenas T4. Assim, 

é possivel hipotetizar que G-CSF poderia ser o mecanismo modulador da expressão de CXCL12 

em nosso modelo.  

As hipóteses geradas a partir das análises dos resultados desse estudo estão apresentadas 

na figura 15. 

 

Figura 15 – Resumos dos resultados obtidos e hipóteses elaboradas. Célula em rosa e roxo: neutrófilo; azul: 

plasmócito; verde: plasmócitos de longa vida CXCR4+. Setas azuis: órgãos e células analisadas. Tracejado roxo: 

hipóteses. 
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7. CONCLUSÃO  

 

Nossos dados demonstram que o excesso de T3 regula fisiologia de neutrófilos e 

plasmócitos de vida longa e fortalece a hipótese de que possa haver interação entre tais células 

em condições de hipertireoidismo.
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