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RESUMO
Beatriz Caroline Jesus Miranda da Silva

Ts circulante em excesso regula neutrofilos e células CD138"CXCR4*
na medula 6ssea e no baco

Valeria de Mello Coelho

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacgdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Palavras-chave: Triiodotironina, sistema imune, medula déssea, baco, neutrofilos e
linfocitos B

Triiodotironina (T3) em excesso é capaz de estimular diferenciagdo de linfécitos
B na medula 6ssea e no baco, onde é observado um aumento das areas linfoides. Os
mecanismos para diferenciacdo de linfocitos B no hipertireoidismo ndo sdo conhecidos,
mas j& foi descrito a capacidade de neutrofilos em induzir a ativagdo e diferenciacdo de
linfécitos B através da producdo de citocinas. No presente estudo, objetivamos avaliar 0s
efeitos do excesso de Tz circulante sobre o perfil de neutr6filos na medula dssea e no
baco, assim como sobre a morfologia esplénica, nos sitios de interacdo entre neutrofilos
e linfocitos B e de diferenciacdo plasmocitéria. Para tal, camundongos foram injetados
subcutaneamente com T3 (5ug/10g de peso corporal/dia) ou solucdo veiculo por 14 dias
antes da eutandsia no 15° dia ap6s o tratamento. Realizamos anélise histoldgica e
histomorfométrica do baco de animais tratados com T3 para avaliar as areas de foliculo e
de zona marginal, as quais correspondem ao sitio de chegadas dos linfdcitos B naive; e
ao sitio de interacdo entre plasmablastos, linfocitos B, macréfagos e granulécitos,
respectivamente. Além disso, realizamos citometria de fluxo para anélise de neutrofilos
e plasmacitos extraidos da medula 6ssea e do baco. Nossos dados preliminares mostraram
que T3 em excesso promoveu fusdo de foliculos no baco de animais fémeas e machos.
Entretanto, o ampliacdo da area folicular foi mais evidente em camundongos fémeas que
em machos, onde observou-se em alguns uma reducdo dos foliculos e distribuicdo mais
difusa de leucdcitos na polpa vermelha. Para analise do perfil da populacdo de neutréfilos,
linfocitos B e plasmoécitos na medula 6ssea e no baco dos animais tratados com Tg,
avaliamos a imunofenotipagem utilizando a citometria de fluxo. Nossos resultados
referentes aos neutréfilos maduros (cKitCD11b*Ly6G™*) mostraram um crescimento de
seu nimero no baco e na medula 6ssea dos animais tratados com T3, com tendéncia a
diminuicdo a expressdo de CD11b. Em paralelo, o nimero de plasmdcitos (cKit'B220
CD138") maduros também aumentou na medula 6ssea e no baco de animais tratados com
T3. Curiosamente, houve um decréscimo da populacdo de plasmacitos de vida longa
(cKitB220'CD138*CXCR4") nos animais tratados. Em concluséao, T3 em excesso regula
diferenciacdo de neutrofilos e possivelmente a fisiologia dessas células, o que se
correlaciona com a diferenciacdo plasmocitéria.



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
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TEXTO EM INGLES (No méaximo 500 palavras e no minimo 150)
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lymphocytes

Excess triiodothyronine (Ts) 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 Ts 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 (5ug
/ 10g body weight / day) or vehicle solution for 14 days before euthanasia on the 15™ day
after treatment. We performed histological and histomorphometric analysis of the spleen
of Ts-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 Tz 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 Ts-treated animals, we evaluated immunophenotyping using flow cytometry.
Our results for mature neutrophils (cKitCD11b*Ly6G") showed an increase in spleen and
bone marrow numbers in Ts-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 Ts-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 Ts regulates neutrophil differentiation and possibly
the physiology of these cells, which correlates with plasma cell differentiation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tireoide: funcéo e disfungao

A tireoide, glandula do sistema enddcrino localizada na base do pescoco é
responsavel por produzir os hormonios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), 0s quais atuam
em desenvolvimento, crescimento e metabolismo do organismo (Mullur, Liu e Brent,
2014). O funcionamento da tireoide é regulado via eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide.
Neste contexto, o hipotalamo produz o hormoénio liberador de tireotrofina (TRH)
induzindo a hipofise a gerar o hormdnio estimulador da tireoide (TSH), o qual estimula a
producgéo dos hormonios Tz e T4 pela tireoide (Ortiga-Carvalho et al., 2016).

Uma das disfungdes da tireoide € o hipertireoidismo, condi¢do em que ha excesso
de producédo de hormonios tireoideanos. Esta desordem aflige em torno de 0,1 a 1,3% da

populacdo mundial com suficiéncia de iodo (Garmendia et al.2014) (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo do hipertireoidismo no mundo de acordo com sua prevaléncia. As regides em
branco no mapa representam auséncia de dados obtidos. As regides em vermelho escuro apresentam maior
presenca de hipertireoidismo, onde destaca-se o Brasil. Adaptado a partir de Taylor et al., 2018

Alguns fatores associados a predisposicdo ao hipertireoidismo sdo: 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 estatisticas no Brasil mostram a variacdo da prevaléncia de acordo com género
e idade (Tabela 1). Na faixa etaria entre 35 a 74 anos, o percentual de hipertireoidismo
subclinico, o qual se caracteriza por niveis normais de Tz e T4 e reduzidos de TSH, o total
foi de 1,3%, sendo mais presente em mulheres, onde o percentual foi de 0,8% (Bensefior



et al., 2011). Ja o percentual de pacientes com hipertireoidismo evidente, o qual se
caracteriza por niveis aumentados de Ts e Ts 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 subclinico 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.Prevaléncia de hipertireoidismo por género: estudo populacional

ELSA-Brasil (2015): 14,590 men and women 35-74 years Homem Mulher Total
from 6 capitals in Brazil 2 (%) (%) (%)
Hipertireoidismo subclinico 0,5 0,8 1,3
Hipertireoidismo evidente 0,3 0,4 0,7
Sao Paulo Ageing& Health Study (SPAH) (2013): 1373 men Homem Mulher Total
and women > 65 years from poor area of Sdo Paulo* (%) (%) (%)
Hipertireoidismo subclinico 1,9 2,8 4,7
Hipertireoidismo evidente 0,4 0,8 1,2

'R.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 Ribeirdo Preto Agosto. 2015.2 Bensefior I.M et al. Prevalence of
thyroid disorders among older people: results from the S&o Paulo Ageing & Health Study.Cad. Saude
Publica 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 doenga de Graves — uma condicdo autoimune responsavel por
estimular a producdo de anticorpo anti-receptor do horménio estimulador da tireoide
(TRAD) (TSH) (Weetman, 2003). A presencga de n6dulos ou tumores na tireoide podem
levar ao elevagédo da producdo de hormdnios tireoideanos (De Leo, Lee e Braverman,
2016). Além disso, o iodo é parte da composicdo dos hormonios tireoideanos e o desnivel
em sua concentracdo sérica pode estimular a producdo hormonal pelos foliculos
tireodeanos (Leung e Braverman, 2014).

O hipertireoidismo ficticio é condi¢do onde os niveis de hormonios circulantes
encontram-se aumentados sem alterac6es morfoldgicas ou funcionais aparentes (Pearce,
2006). Este resultado pode ser devido a ingestdo de horménios tireoideanos para
tratamento do hipotireoidismo ou para emagrecimento (De Leo, Lee e Braverman, 2016).
Além disso, o tratamento da arritmia cardiaca com a droga amiodarona, a qual €
estruturalmente semelhante a tiroxina e promove aumento de T4 circulante por inibir a

atividade enzimatica da conversao para Tz (Loh, 2000).
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Figura 2 - Tipos de hipertireoidismo e suas causas. O hipertireoidismo possui algumas causas conhecidas
como: a Doenca de Graves, onde ha producgdo de anticorpos anti-receptor de TSH; alteracGes funcionais
causadas por nédulos (tumores ou céncer); ingestdo excessiva de iodo que faz parte da composicdo dos
hormdnios; e o hipertireoidismo ficticio, que ndo altera a atividade funcional da glandula mas promove
aumento dos niveis circulantes de hormdnios tireoideanos por administra¢cdo hormonal.

1.2. Aspectos gerais da hematopoiese na medula 6ssea

A geracdo de células do sistema linfo-hematopoiético ocorre na medula dssea,
onde se diferenciam a partir de células tronco, processo este denominado hematopoiese
(Orkin e Zon, 2008) (Figura 3).

A medula 6ssea, localizada no interior de ossos longos, € constituida pelo
parénquima, responsavel pela hematopoiese, e o0 estroma, responsavel pela sustentacao e
manutencdo das células-tronco e progenitoras hematopoéticas que se auto-renovam
(Dzierzak e Speck, 2008). No parénguima, préximo ao enddsteo, as células-tronco
multipotentes quiescentes (CTH-LD) sdo as responsaveis pela geracdo das diferentes
linhagens de células sanguineas listadas na Figura 3 (Fliedner et al., 2012). O estroma
contém células tronco multipotentes ndo-hematopoéticas capazes de gerar celulas como

osteoblasto, adipdcitos, células reticulares e endoteliais (Zhao et al., 2012).
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As células-tronco de longa duracdo (CTH-LD) sdo mais indiferenciadas que as células-
tronco de curta duragdo (CTH-CD), as quais tem uma capacidade de auto-renovacgéo limitada
(Wilson et al., 2008; Fuchs e Chen, 2013). Tais células ddo origem aos progenitores comuns
mieloide (PCM) e linfoide (PCL). A partir dos PCM ocorre a diferenciacéo dos progenitores de
megacaridcitos e eritrécitos (PME) e progenitores de granuldcitos e mondcitos (PGM) que vao
se diferenciar em basofilos, eosinofilos, neutréfilos, mastocitos e macréfagos. A partir dos PCL
ocorre a diferenciacdo dos progenitores de linfocitos B e T (Orkin e Zon, 2008). Enquanto, 0s
linfécitos B se diferenciam na medula 6ssea, os progenitores de linfocitos T oriundos da medula
Ossea migram para o timo, onde terminam o processo de sele¢éo e diferenciacdo em células T
maduras capazes de distinguir o proprio do ndo proprio (Mostardinha e Vistulo de Abreu, 2012;
Furusawa e Yamaguchi, 2016). Apos a diferenciagdo na medula 6ssea e no timo, células
maduras caem na corrente sanguinea e migram para os 6rgéos linfoides secundarios, sitios onde

ocorre a resposta imune (Thompson, 2012).



A regulacdo do processo de diferenciacdo de células-tronco no nicho hematopoiético
ocorre em resposta a fatores sollveis, como fatores de crescimento, horménios, 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 expressdo de
algumas moléculas conforme ocorre a especializagdo e diferenciacdo celular. Um desses
marcadores é cKit, um receptor de tirosina quinase codificado pelo protooncogene de mesmo
nome, cuja funcdo esta relacionada a manutencdo de progenitores hematopoiéticos e controle

da diferenciacdo (Ogawa et al., 1991).

1.3. O bago

O baco é um orgdo capsulado localizado proximo ao estbmago, cujas funcdes estdo
ligadas a circulacdo sanguinea. Sua morfologia distingue-se entre a polpa vermelha, marcada
pela forte presenca de eritrocitos, e a polpa branca apresenta células do sistema imune,
principalmente linfocitos (Cesta, 2014). No bacgo, ocorre a eliminacéo de eritrocitos antigos ou
danificados e nele estdo presentes linfocitos T e B em sitios especificos (Mebius e Kraal, 2005).
Tais células chegam ao baco através de artérias aferentes que se ramificam em vasos de menor
calibre como as arteriolas centrais. Ao redor dessa arteriola se forma uma area denominada de
bainha periarteriolar, rica em linfdcitos T. Na porcao final da ramificacdo se forma a area rica
em linfécitos B denominada foliculo (Figuras 4A e 4B). Ao redor do foliculo se encontra a zona
marginal contendo macréfagos, neutréfilos, linfécitos B e plasmdcitos (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 esplénica e circulagdo sanguinea. A) Estrutura morfoldgica e B) Circulacdo aferente e
eferente esplénica (adaptada a partir de Meubius e Kraal 2005 e Cataldi et al., 2017). C) Imagem ilustrativa

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

A organizagdo da area de polpa branca do bago e o posicionamento de linfocitos séo
mantidos com auxilio de quimiocinas, como CXCL13 que atrai linfécitos B CXCR5" para o
foliculo (Ansel et al., 2000); e CCL21 e CCL19 que atraem linfocitos T CCR7" para a bainha
periarteriolar (Gunn et al., 1999). Ja na zona marginal e na polpa vermelha, a localizagdo de
linfécitos B € mantida através da alta expressdo de esfingosina 1-fosfato (S1P) (Arnon e Syster,
2014) e seus respectivos receptores nos linfécitos B, esfingosina 1-fosfato (S1PR1) e 3-fosfato
(S1PR3). Dessa forma, os linfocitos B sofrem menor influéncia da quimiocina CXCL13
(Cinnamon et al., 2004). Ademais, linfocitos B de zona marginal conseguem circular através

da corrente sanguinea pela alta presenca de S1P (Pappu et al., 2007).

1.4. Neutrofilos
Oriundos de precursores granulociticos da medula dssea, os neutrofilos séo células do
sistema imune inato com capacidade de serem os primeiros a chegarem da circulagdo a um sitio

de inflamacé&o e responderem, mas apresentam um tempo de meia vida curto sendo eliminados



apos a resposta (Anderson, 2001). Essas células polimorfonucleadas, assim chamadas pelo
formato de seus nucleos quando maduras, sdo produzidas na medula 6ssea diariamente em
grandes quantidades, aproximadamente 10! células. A maior parte dessas células permanece
em seu sitio de origem até serem estimuladas a migrar conforme necessidade (Dancey et al.
1976, Furze e Rakin, 2008). A regulacdo da producdo desses granuldcitos ocorre mediante a
apoptose dessas células na periferia e na medula 6ssea. A fagocitose de neutréfilos apoptoticos
induz a formacéo de um ambiente anti-inflamatério com reducéo da expressédo de IL-23 e IL-
17, o que leva a diminuicdo da sua producéo (Stark et al., 2005).

Para se manterem na medula 6ssea, os neutrdfilos possuem alta expressdo de CXCRA4.
Quando saem do 6rgdo, tais células recebem sinalizagdo para diminuir a expressdo de CXCR4
e aumentar a expressao de CXCR2 e de moléculas adesdo tais como CD11b (Eash et al., 2010;
Mazor et al., 2008). Outro marcador associado a neutrofilos € o Ly6G do clone 1A8 (Daley et
al., 2008; Bruhn et al., 2016).

As funcbes classicas dos neutréfilos incluem a eliminacdo de patdgenos através da
fagocitose e a liberacdo de granulos e formacao de redes extracelulares de neutréfilos (NET).
Contudo, ja foi demonstrada a existéncia de grupos heterogéneos de neutréfilos com atuacoes
variadas (Rosales, 2018). Como por exemplo, a participacdo de um tipo especificos desses
granuldcitos na ativacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo de linfécitos B de zona marginal

juntamente com uma diversificacdo do repertdrio de anticorpos (Puga et al., 2011).

1.5. Linfécitos B e diferenciacdo plasmocitaria

Os linfocitos B tém origem a partir de um progenitor comum linfoide comprometido
com a linhagem linfocitaria que passar a expressar a molécula B220 (Ogawa, ten Boekel e
Melchers, 2000). O processo de diferenciacdo de linfocitos B € guiado pela montagem de
estrutura responsavel por reconhecer antigenos em linfocitos B, o receptor de linfocitos 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 s&o testadas quanto a funcionalidade e
intensidade de reatividade de seu BCR, por selecéo positiva e sele¢do negativa respectivamente.
A selecdo positiva serve para garantir a sobrevivéncia e proliferacéo de linfécitos B com BCR
funcionais, ou seja, com capacidade de ligar aos antigenos especificos (Pillai 1999; Monroe et
al., 2003). Ja na selecdo negativa, € realizada um balango na avidez de interacdo com antigenos

proprios. Alta avidez induz anergia ou morte celular (Harley et al., 1993), enquanto uma baixa



interacdo leva a uma baixa sobrevida (Goodnow et al., 1988), sendo este um mecanismo de
tolerancia central (Gradien et al., 1994; King et al., 1998). Uma vez finalizadas as etapas de
checagem, os linfécitos B sdo liberados para migrarem em direcdo aos orgdos periféricos

incluindo linfonodo e bago, no qual também ocorre selecdo negativa (Hartley et al., 1993).
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Figura 5 — Desenvolvimento de linfocitos B e fendtipos associados. CTH: célula tronco hematopoiética.
Adaptador a partir de Shapiro-Shelef e Calame, 2005.

No baco, o linfécito B chega como célula de transi¢do (T1) (CD23°CD21" IgD") e ao
aumentar a expressao de IgD, CD21 e CD23 adquire o fendtipo de célula de transi¢éo 2 (T2)
(Figura 5) (Shapiro-Shelef e Calame, 2005). Neste estagio, a célula pode se tornar um linfocitos
B folicular comprometido com respostas T dependentes, ou um linfocitos B de zona marginal
comprometido com resposta T independente. (Pillai e Cariappa, 2009). Os linfécitos B quando
ativados sofrem expansao clonal e diferenciam para plasmablasto e plasmdcitos (Montecino-
Rodriguez e Dorshkind, 2012).

Além da populagdo de linfocitos B convencionais (também conhecida como B2), existe
a populagdo B1, oriunda do figado 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).



Os linfécitos B de zona marginal, pela sua localizacdo sdo capazes de responder a
antigenos vindos do sangue mediante ativacdo T-independente com co-estimulacao através de
receptores de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS) como os receptores do tipo
Toll (Lopes-Carvalho e Kearney, 2004; Genestier et al., 2007). Os plasmdcitos gerados neste
tipo de resposta costumam ser de vida curta, entrando em apoptose apo6s realizar a sua funcao
por falta de recebimento de estimulos para a sobrevivéncia (Nossal e Makela, 1962).

Ja os linfécitos B foliculares sdo dependentes da ativacao de linfocitos T e estimulo para
a formacao de centro germinativo na area folicular (Nutt e Tarlinton, 2011; Shlomchik e Weisel,
2012). Nesta area, ocorre a expansao clonal e a hipermutacdo somaética 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 memdria, as quais
podem se diferenciar em plasmocitos em uma resposta imune secundaria (Tangye et al., 2003),

ou plasmacitos de longa vida (Phan et al., 2006) (Figura 6).
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Os plasmdcitos de longa vida séo encarregados de promoverem uma resposta humoral
a longo prazo, uma vez que migram para sitios de sobrevivéncia tais como a medula 6ssea. Para
conseguirem realizar este retorno e retencdo na medula 0ssea, os plasmablastos passam a
expressar CXCR4 para chegar aos nichos de sobrevivéncia medulares se diferenciam na sua
forma final efetora e ali permanecem produzem anticorpos e recebendo constante estimulos
moleculares de citocinas para manutencdo de sua longevidade. (Manz et al., 1998; Tokoyoda
et al. 2010). O nicho de sobrevivéncia de plasmdcitos € um local onde células estromais
expressam CXCL12 (Sugiyama et al., 2006), uma quimiociona para enderecamento a medula
ligante de CXCR4, e citocinas tais como o fator de ativacao de linfocitos B (BAFF) e ligante
indutor de proliferacdo (APRIL) atuantes na sobrevivéncia plasmocitéria (Benson et al., 2008;
Chu e Berek, 2013).

1.6. AcOes de hormaénios tireoideanos sobre o sistema imune

Os receptores de hormdnios tireoideanos estdo presentes em praticamente todos 0s tipos
celulares (Ortiga-Carvalho, Sidhaye e Wondisford, 2014). Assim, a desregulacdo do
funcionamento da tireoide, pode alterar a fisiologia de células do sistema imune (Tabela 2).

Tabela 2. Efeitos de hipertireoidismo e hipotireoidismo em fung¢des comuns do

sistema imune

Funcao Hipertireoidismo Hipotireoidismo
Producéo de anticorpos 40 @ 400y
Migracao/quimiotaxia 4 ou — —ou @
Marcadores pro-inflamatérios 3 N
Proliferacdo linfocitaria 4+ 3
Espécies reativas de oxigénio —ou @

1 )
Capacidade antioxidante

4 *

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

Na literatura, h& resultados controversos quanto a producdo de anticorpos em condicao

de hipertireoidismo ou hipotireoidismo (De Vito et al, 2011). Em células do sistema
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linfohemapoiético, estudos in vitro e in vivo mostraram a capacidade de Tz e T4 em estimular
a eritropoiese, a producdo de hemécias (Malgor et al., 1965; Golde et al., 1977; Fandrey et
al.,1994). Em testes com células dendriticas imaturas expostas a Tz in vitro mostrou-se aumento
de sua maturacdo em comparacao ao grupo controle (Mascanfroni et al., 2008). Um aumento
da diferenciacdo de macrofagos e a polarizacdo dessas células para anti-inflamatério M2
também foi observado no hipertireoidismo (Perrota et al., 2014). Estudos com animais que
receberam injecgdo intratimica de T3z com fluoresceina mostraram que ocorreu um aumento de
recentes emigrantes timicos para os orgaos linfoides periféricos (Ribeiro Carvalho et al., 2007).

A interacdo entre os sistema imune, endocrino e imunologico é feita através da producéao
de moléculas sinalizadores, hormonios 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 liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de
mieloperoxidase em neutrofilos; e de ROS e enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) em
macrofagos. Ts ainda estimula ativagdo de células dendriticas e apresentacdo de antigenos a
linfécitos T. J& nas células do sistema imune adaptativo, T3 € descrito como capaz de promover
aumento da proliferacdo de linfécitos T e da proliferacdo e diferenciacdo plasmocitaria a partir
de linfocitos B (Tabela 3).

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

Sistema Imune Inato Sistema imune adaptativo
Tipo celular Resultado Tipo celular Resultado
Neutrofilos T ROS!, MPO? Linfécitos B T Proliferacéo,

8diferenciacdo
plasmocitaria®
Células dendritica 3Maturagdo,*ativacio = Linfocitos T TProIiferagéolo,
Sapresentacio migracéot?
Mondcitos/macrofagos T ®ROS, 'INOS

1Szabo et al., 1996; 2 Fernandez e Videla, 1995; *Mooij et al., 1994. “Mascanfroni et al., 2008. SAlamino et al.,
2015;°Rosa et al., 1995.7Ruytinx et al., 2018. 81%Balazs et al., 1980.°Bloise et al., 2014. 1Villa-verde et al., 1993.
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2. JUSTIFICATIVA

No hipertireoidismo ja foi descrito aumento do tamanho do baco (Baldridge e Peterson,
1927) assim como da celularidade de esplendcitos, tendo sido mais evidente em machos que
em fémeas (Bloise et al., 2014). Porém, ndo se sabe se 0 excesso de Tz circulante promove
alteracGes na morfologia esplénica de forma distinta entre machos e fémeas. N0sso grupo
também demonstrou a capacidade de triiodotironina em excesso em induzir aumento da
diferenciacdo plasmocitaria (Bloise et al., 2014). Neste caso, 0 mecanismo responsavel pela
diferenciacdo de plasmadcitos ainda é desconhecido. Por outro lado, dados da literatura indicam
que granulécitos, em particular os neutréfilos, podem regular a diferenciacao de linfocitos B.
Buscamos compreender como os efeitos de Tz no sistema imune poderdo contribuir para
entendimento dos mecanismos de regulacdo no hipertireoidismo de Graves, onde ocorre
producdo de auto-anticorpos por linfécitos B que estimulam a producao constante de hormonios
tireoideanos (Weetman, 2003). Assim, nesse estudo interessamo-nos por investigar o efeito do
excesso de Ts circulante sobre a diferenciacdo de neutrofilos e sobre a populagéo de neutrofilos

esplénicos buscando estabelecer uma possivel correlacdo com a diferenciacdo plasmocitaria.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral
e Investigar o efeito do excesso de triiodotironina sobre a morfologia esplénica e

populacdes de neutréfilos e plasmaocitos na medula éssea e no bago murino.

Obijetivos especificos
* Analisar as alteracbes morfoldgicas de distintas regides esplénicas, onde estdo

localizados os granuldcitos, linfocitos B e plasmablastos, em camundongos machos e
fémeas tratados com T3

» Investigar o efeito do excesso de Tz circulante sobre a populacdo de neutréfilos e
plasmdcitos na medula 6ssea e no baco.
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4. MATERIAIS E METODOS

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 ragdo ad libitum em
temperatura e iluminacdo controlados no Biotério do bloco F2 do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os
procedimento foram realizados de acordo com as normas do CEUA (Comité de Etica no Uso

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

4.2. Preparacao da solucéo de T3 e injecdo in vivo

T3 (cat #T2877 - Sigma 95% HPLC Powder-100MG. Lot. 106K1157V) foi dissolvido
em solugdo de NaOH 1N de acordo com as recomendac6es do fabricante. A solu¢éo foi diluida
em um volume final de 5,8mL na concentracdo de 0,5mg/mL, aliquotada em microtubos
(200pL cada) e armazenada a -20°C.

Os camundongos foram separados em grupos controle e tratados com Tz (n=4/grupo) e
pesados para se calcular o volume necessario de T3 a ser injetado, em torno de 5ug/10g peso
do camundongo em ambiente estéril. O tratamento hormonal consistiu na injecdo subcutanea
diaria de 100pL de solucdo contendo solucdo salina de NaCl 0,9% e/ou T3 durou quatorze dias.
No 15° dia os animais foram eutanasiados, baco foi retirado e fémur fora removido para
obtencdo da medula 6ssea a partir de flushing.

4.3. Processamento e coloracgdo histologica

Os bagos 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 alcool 80%, 90%, 100% para remover a agua presente no tecido. Em seguida, o
material passou para a etapa de diafanizacdo em dois banhos de xilol. Por fim, na etapa de
inclusdo as amostras foram submergidas em parafina liquida a 60°C e resfriados posteriormente
no congelador a -20°C. Os cortes foram realizados nos micrétomos (Leica RM2125 RTS; SLEE
CUT 5062), uma média de 3 a5 cortes por bloco de parafina, com espessura de 5um e colocados
em banho-maria a 48°C antes de serem aderidos as ldaminas de vidro. As laminas ao estarem
secas foram colocadas a 60°C para derreter a parafina. As etapas seguintes foram:
desparafinizagdo com xileno; reidratacdo com concentracfes decrescentes de alcool (100%,

95%,70%) e &gua; coloracdo com hematoxilina e eosina; desidratacdo com concentragao
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crescentes de alcool (95%,100%,100%), clarificacdo em trés banhos de xileno. A montagem
final foi feita com Entellan e aplicacdo de laminula. As fotomicrografias foram capturadas em
um microscopio invertido Olympus IX71 (Olympus, EUA) nas objetivas de 4x,10x,40x e 100x.

4.5. Histomorfometria

Dez foliculos esplénicos integros foram selecionados aleatoriamente dentro de
quadrados de 1mm? por corte de cada animal (Figura 7A). As delimitacbes foram feitas
utilizando um halo interno (foliculo) e um halo externo (polpa branca) com a area de zona
marginal sendo obtida a partir da subtracdo entre o halo externo e o interno. Uma linha foi
tracejada na escala de 1mm para atribuicdo de valores reais ao programa. A delimitacdo da
polpa branca, foliculos e zona marginal e o calculo foram feitos com auxilio do programa
ImageJ (NIH, EUA).

Figura 7 — Metodologia da histomorfometria. Bago de camundongo tratado com triiodotironina. A) Em azul, areas
de 1mm? contendo foliculos selecionados. Aumento de 40x. B) em amarelo, marcagio envolvendo o foliculo e C)
em amarelo, marcacdo de limitando a polpa branca (foliculo+zona marginal). Imagens ampliadas de mesmo

aumento.

4.3. Citometria de Fluxo
4.3.1. Preparacao das amostras

O baco foi macerado em solucdo PBS+SFB 1%. As células foram centrifugadas e

ressuspensas em solucdo de ACK afim de remover as hemacias presentes, com posterior
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remoc¢do do ACK. A medula 6ssea foi removida através da técnica de flushing do fémur com
auxilio de agulha e seringa. A celularidade dos 6rgéos foi obtida atraves da contagem em
camara de Neubauer. Um total de10° células suspensas em 20ul PBS+SFB 1% a temperatura
de 4°C foram colocadas em cada pog¢o da placa de 96 pocos. Em seguida, as células foram
incubadas por 15 minutos com solugdo de BSA 0,2% para bloqueio de sitios inespecificos. A
incubagdo por 30 minutos a 4°C foi feita com os anticorpos primérios listados na Tabela 4.

Tabela 4 —Anticorpos utilizados na citometria de fluxo.

Anticorpo Fluorocromo Clone Concentracdo  Diluicio 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 ACK?2 0.2 mg/mL 1:200 BD
Anti-cKit PE ACK?2 0.2 mg/mL 1:200 BD
Anti-Ly6G APC 1A8 0.2 mg/mL 1:500 Biolegend

*todos os anticorpos utilizados s&o 1gG de rato reativas a camundongo.

4.3.2. Aquisicédo e analise pds-aquisicao

As lavagens foram feitas em PBS 1x, para remocao dos anticorpos ndo ligantes, com
subsequente centrifugacdo a 1400 rpm em temperatura de 4°C. Apds a lavagem as células foram

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

Tabela 5 — Especificacbes do citbmetro

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 citdmetro FACScalibur
(Becton e Dickison) (Tabela 5). Precursores de neutrofilos foram identificados como
cKit"CD11b*Ly6G". Os neutréfilos foram identificados como cKitCD11b*Ly6G* (medula
6ssea) ou CD11b*Ly6G™ (baco). Plasmdcitos foram identificados como cKit'B220°CD138*
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(medula 6ssea) ou B220°CD138" (bago). Plasmablastos foram identificados como cKit
B220"CD138" (medula dssea) e B220"CD138" (baco). Plasmocitos de longa vida foram
identificados como cKit'B220°CD138*CXCR4*. A analise de dados foi feita com auxilio do

programa Kaluza, Beckman Coulter.

4.5. Andlise estatistica

O teste analise de variancia (ANOVA) foi utilizado para avaliar histomorfometria. O
teste T ndo pareado fora empregado para analise dos dados de citometria de fluxo. Os graficos
foram feitos com auxilio do software GraphPad Prism versdo 8. O valor de p<0,05 foi
considerado significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Tratamento com triiodotironina promove fusao folicular no baco de camundongos e

analise histomorfométrica de areas esplénicas

Ao realizarmos a analise histolégica do baco de animais tratados com Tz, observamos
que as areas linfoides esplénicas de camundongos machos e fémeas se fusionam gerando
grandes foliculos, efeito ndo observado no grupo controle (Figura 8A). Ao compararmos o
tamanho das &reas linfoides dos camundongos, verificamos que a area de polpa branca teve um
tendéncia de aumento em rela¢do aos animais controles. Este efeito foi mais evidente em fémeas
gue em machos tratadas com triiodotironina. A area folicular esplénica também aumentou mais
em fémeas tratadas com triiodotironina em comparacao aos machos (Figura 8B). Nao houve

diferenca significativa na area de zona marginal dos animais utilizados. (Figura 8B).
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Figura 8. Fotomicrografias do baco de camundongos machos e fémeas do grupo controle e tratado com
triiodotironinina e histomorfometria de areas linfoides. A) Bago de animais fémeas e machos controle e tratado.
B) Area de polpa branca, folicular e zona marginal. Coloragdo: hematoxilina e eosina. Aumento de 100x.

n=3/grupo. *p<0.05. Preto tracejado: delimitagcdes de &reas de polpa branca.
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5.2. Distribuicdo difusa de leucdcitos pela polpa vermelha no bago de camundongos

machos tratados com T3

Animais machos tratados com Tz apresentaram menos definicao da delimitacdo de areas
de zona marginal e folicular que os animais controles (Figura 9). Verificamos aumento da

distribuicdo difusa de leucécitos na polpa vermelha (Figura 9).

Controle

Figura 9 — Fotomicrografias do bago de camundongos machos tratados com triiodotironina. O asterisco branco
ressalta &reas da polpa vermelha com presenga de leucdcitos. Coloragdo: hematoxilina e eosina. Aumento de 200x.

n=3/grupo. Espessura dos cortes: 5pum.
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5.3. Ts aumenta celularidade esplénica e 0 nimero de neutrofilos no bago

Avaliamos a populacéo celular do bago por quantificacdo na camara de Neubauer e por
citometria de fluxo utilizando o marcador Ly6G para identificar a populacdo de neutrofilos
(Figura 10). Verificamos que houve uma tendéncia ao aumento da celularidade total esplénica
nos camundongos tratados com Tz (37,8 £12,6; p valor = 0.054) em comparagdo ao grupo
controle (21+6,2) (Figura 10B). Quanto a populacéo total de neutréfilos CD11b"Ly6G", foi
possivel observar uma tendéncia ao aumento do nimero dessas células no grupo tratado com
T3 (controle: 4,8+1,15; Ta: 5,6+1,7) (Figura 10C). Quando analisamos a granulosidade na
populacdo CD11b"Ly6G" esplénica, detectamos tendéncia a redugdo do nimero de neutrdéfilos
mais granulosos (SSC™) (controle: 0,57+1,15; Ts: 0,2+1,7) e tendéncia de aumento dos menos

granulosos (SSC™) (controle: 3,96+1; Ts: 5,3+2) (Figuras 10D e 10E).
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Figura 10 — Efeito de triiodotironina sobre esplenécitos e neutrdfilos. A) Estratégia de gate para anélise de

neutrdfilos. Inicialmente foi feito um gate para leucécitos, a partir dele foi feito o gate de neutrofilos

(CD11b*Ly6G") e por fim foi analisada a granulosidade dessas células por SSC (side scatter channel). B)
Celularidade do bago. C) Neutrdfilos. D) Neutr6filo SSC™ e E) Neutr6filo SSC™. n=4/grupo.*p<0.05, **p<0.005.
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5.4. T3 aumenta celularidade e modula granulopoiese na medula 6ssea

Ao analisarmos a medula 6ssea, foi possivel observar que Tz promoveu aumento da
celularidade total em camundongos tratados com Tz, em comparagdo ao grupo controle
(controle: média 8,7+2,07; Ts: 15,4+1,33) (Figura 11B). A marcacéo para identificar neutrofilos
e seus precursores de acordo com a expressdo de CD11b, Ly6G, FSC e SSC (Figura 11). N&o
houve diferenca significativa no nimero de precursores de neutréfilos (cKit"CD11b"Ly6G™)
(controle: 0,6+0,16; Ts: 0,54+0,04) (Figura 11B) no grupo tratado com T3 em comparacgéo ao
controle (Figura 11C). Porém, o nlimero absoluto de neutr6filos maduros (cKitCD11b*Ly6G")
aumentou significativamente no grupo tratado com T3 (controle: 2,14+0,68; T3: 3,3+0,48)
(Figura 11D).
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Figura 11 — Aumento da celularidade e de neutr6filos na medula 6ssea de camundongos tratados com
triiodotironina. A) Estratégia de demarcacdo de &rea para progenitores de neutrofilos e células maduras.
Inicialmente a demarcacdo de &rea de leucdcitos foi definida por SSC (side-scatter channel) e FSC (forward scatter
channel). A seguir definiu-se a area de células mieloides (CD11b*). Para distingdo entre neutrdfilos maduros e

seus progenitores realizou-se analise grafica considerando os marcadores cKit e Ly6G. B) Celularidade da medula
6ssea. C) Namero de precursores de neutréfilos (cKit"CD11b*Ly6G*) e D) Neutrofilos maduros (cKit

CD11b*Ly6G*). n=4.*p<0.05, **p<0.005.
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5.5. A expressdo de CD11b parece reduzir em neutréfilo da medula éssea e do baco apos

tratamento dos animais com Ts.

Ao avaliarmos o efeito de excesso de Tz circulante sobre a expressdo de CD11b por
neutréfilos Ly6G™, verificamos que houve uma tendéncia a diminui¢do de intensidade de
fluorescéncia para CD11b tanto nos progenitores de neutréfilos (controle: 34,8 +4,6; Ta:
31,1+1,17) quantos nos neutréfilos maduros da medula 6ssea (controle: 35,2+5,5; Ta: 29,5,
+3,63) como nos esplénicos (controle: 28,9+10; T3: 20,90+6,15) (Figura 12).
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Figura 12 — Modulacdo da expressdo de CD11b em camundongos tratados com triiodotironina. Histogramas
representativos da expressdo de CD11b e graficos da média da intensidade de fluorescéncia geométrica (gMIF) de
CD11b em (A, B) precursores de neutréfilos; e em neutréfilos maduros da (C, D) medula éssea e (E, F) do bago.
Nos histogramas, cinza claro representa controle negativo, sem anticorpo primario; cinza médio, células do animal
injetado com solucéo veiculo tratadas com anticorpo primario; e cinza escuro: animal tratado com T3 que recebeu

anticorpo priméario (n=4/grupo).
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5.6. Aumento de plasmablastos e plasmdcitos na medula éssea e no baco de camundongos

tratados com T3

As analises de citometria de fluxo realizadas tanto na medula 6ssea como no baco
mostram que ambas as populac¢des de plasmablastos (cKit'B220"CD138") e plasmécitos (cKit
B220°CD138") aumentaram na medula dssea plasmablastos (controle: 3,86+1,93; Ts: 8,215,
+2,323) plasmacitos (controle: 0,71+0,28; Ts: 1,41+ 0,35) e no bago (plasmablastos controle:
0,12+0,051; Ta: 0,38+0,17) plasmdcitos (controle 0,4+0,14; T3: 0,84+0,177) mediante o

tratamento hormonal (Figura 13).
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Figura 13 — Aumento do nimero de células CD138* na medula 6ssea e no baco de camundongos tratados com
T3. Estratégias de gate e identificacdo das populagdes de plasmablastos e plasmécitos na medula 6ssea (A-C) e no
baco (D-F). Inicialmente foi feito um gate de leucécitos e, a partir deste, fez-se a separacéo de células marcadas
ou ndo para cKit , CD138 e B220. Os plasmablastos foram identificados como cKitB220*CD138* (B, E) e 0s
plasmdcitos como cKitB220"CD138". (C, F). n=4/grupo.* p<0.05.
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5.7. Populacdo CD138*CXCR4* diminui na medula 06ssea e aumenta no baco de
camundongos tratados com T3

Ainda ndo foi descrito na literatura o efeito de triiodotironina sobre a populacdo de
plasmdcitos CXCR4" de vida longa. Ao analisarmos por citometria de fluxo, verificamos que
ocorreu um aumento no numero de plasmablastos (B220"CD138"CXCR4") (controle:
0,48%0,29; Ts: 0,95+0,19) e plasmadcitos (B220°CD138"CXCR4") (controle: média 0,02+0,03;
Ts: 0,3724+0,3473) no baco dos animais tratados com Ts. Entretanto, na medula 0ssea a
populacdo de plasmdcitos B220°CD138"CXCR4" houve uma tendéncia de reducédo (controle:
0,42+0,35; T3: 0,17+0,14) apds tratamento com o hormdnio (Figura 14).
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Figura 14 — Plasmablastos e plasmécitos CXCR4* da medula 6ssea e do baco sdo modulados por Ts. (A-B)
Histogramas representativos de células CD138+ e grafico mostrando a média do nimero de células ckit'B220
CD138*CXCR4* na medula éssea. (C, D, E) Histogramas representativos de células CD138* e grafico mostrando
a média do nimero de plasmablastos B220*CD138*CXCR4" e plasmécitos B220°CD138*CXCR4* no baco dos
animais. Nos histogramas, cinza claro representa controle negativo, sem anticorpo primario; cinza médio, células
do animal injetado com solugdo veiculo tratadas com anticorpo primario; e cinza escuro: animal tratado com T3

que recebeu anticorpo primario (n=4/grupo)
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6. DISCUSSAO

Inicialmente, investigamos o efeito do excesso de triiodotironina sobre o baco.
Verificamos um aumento da celularidade do baco, o que esta de acordo com dados prévios da
literatura. Inclusive, no hipertireoidismo, ja havia sido descrito um aumento do tamanho do
baco (Baldridge e Peterson, 1927) e da polpa branca de camundongos tratados com
triiodotironina (Bloise et al., 2014). Entretanto, a possivel diferenca na morfologia esplénica de
camundongos machos e fémeas ainda ndo tinha sido investigada. No presente estudo foi
possivel verificar que T3 em excesso promove alteragdes distintas na disposicéo da polpa branca
em machos e fémeas. Em machos, verificamos uma reducéo da polpa branca que ocorreu devido
a uma distribuicdo difusa de leucocitos que invadiram a polpa vermelha do baco. Desarranjo
tecidual afetando a distribuicdo de células nesse 6rgdo ja foram descritas em situacdes de
desequilibrio provocadas em doencas autoimunes (Goltsev et al., 2018), durante o
envelhecimento (Aw et al., 2016) ou por infecgdes (Hermida et al., 2018).

Apesar da desorganizacdo tecidual, observamos aumento no niumero de plasmaocitos no
baco de animais tratados com Ts. Uma possivel explicacdo para esse dado seria a interagdo de
neutrdfilos e linfocitos B descritos por Puga et al. (2011) em camundongos eutireoideos. Puga
e colaboradores demonstraram a ocorréncia de disruptura da microestrutura esplénica em
doencas autoimunes (Lupus eritematoso sistémico) e infeccGes com a presenca de neutrofilos
em areas originalmente de linfocitos. Assim, ndo podemos descartar a possibilidade de que a
citocinas secretadas por neutrofilos, como APRIL, BAFF e IL-6, possam estar atuando para
estimular a diferenciacéo de linfocitos B em plasmdcitos.

Pesquisas sobre a influéncia dos hormonios tireoideanos em neutrofilos vem desde a
década de 70. Nesta época provou-se a existéncia de sitios nucleares de ligacao de Tz (Woeber,
1977) e a capacidade de deiodinar tanto Tz quanto T4 em humanos (Klebanoff e Green, 1973;
Woeber, 1978). Mais recentemente, estudos mostraram a expressdo de transportadores de
horménios tireoideanos de MT8 (Boelen et at., 2005) em camundongos e MT10 em humanos
(van der Spek et al., 2016), e presenca de deiodinase do tipo 3, enzima responsavel pela
inativacdo dos hormonios (Boelen et at., 2005; van der Spek et al., 2016). Logo neutréfilos
podem ser susceptiveis a varia¢do da producao hormonal.

No presente estudo, verificamos ampliacdo do numero de neutrofilos na medula dssea
assim como uma tendéncia ao aumento dessas células no bago, o que esté relacionado ao

aumento da produgéo de outros leucocitos em camundongos hipertireoideos, conforme
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mostrado na Tabela 3. Curiosamente, foi ainda possivel observar uma tendéncia a diminuicéo

da expressdo de CD11b em camundongos machos tratados com triiodotironina. Uma maior
expressao de CD11b esta associado com a ativacao de neutrofilos (Weirich et al., 1998; Siddiqi
et al., 2001). Por outro lado, a reducdo da expressao de CD11b esta relacionado a inducédo de
apoptose de neutréfilos (Coxon et al., 1996; Atallah et al., 2012). Neste contexto, vale ressaltar
que um sintoma presente em pacientes com Doenca de Graves € a neutropenia. As hipdteses
para a ocorréncia neutropenia variam desde a baixa producdo ou retencdo de neutrofilos na
medula 6ssea (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 sao
tratados com drogas tireoestaticas, a contagem de neutrofilos € normalizada, fortalecendo que
horménios tireoidianos modulam a fisiologia dessa populacdo granulocitica (Eakin, Peake e
Weiss, 1983; Aggarwal et al., 2016). Outra hipdtese para a reducdo do numero desses
granuldcitos surgiu a partir do soro de alguns pacientes que apresentaram anticorpos anti-
neutrofilos, essas célullas poderiam ser alvos da imunidade humoral induzindo reducéo de sua
populacdo (Kyritsi et al., 2015). Conjuntamente com nossos dados, podemos sugerir que a
diminuicdo da expressdo de CD11b seria um possivel mecanismo responsavel pela neutropenia
encontrada em individuos hipertireoideos.

Neste estudo verificamos também um aumento do nimero de plasmacitos, tanto na
medula 6ssea quanto no bago dos animais tratados com Ts. Corroborando com nossos dados,
ja foi descrito o aumento da diferenciacdo plasmocitaria in vitro (Paavonen, 1982) e in vivo
(Bloise et al., 2014,) mediante tratamento com triiodotironina. Além disso, mostramos aqui que
o0 tratamento com T3 aumentou no bago o nimero de células CD138"CXCR4", as quais
correspondem aos plasmacitos de vida longa. Essas células sdo importantes para manutencao
da imunidade humoral e permanecem em sitios de sobrevivéncia produzindo anticorpos de
forma continua (Manz et al., 1998). Porém, verificamos que houve uma reduc¢édo da populagéo
de células CD138"CXCR4" na medula éssea, local a qual deveriam retornar devido a interagao
de CXCR4 com células CXCL12* no nicho hematopoético de sobrevivéncia de plasmocitos de
vida longa (Brynjolfsson et al., 2018). Uma das hipoteses para explicar esse fendbmeno seria
considerar que pudesse estar ocorrendo uma reducdo da producdo de CXCL12 pelas células da
medula 6ssea, e outra quimiocina pudesse estar atuando como mecanismo de compensacao para
promover a migracdo de plasmocitos de vida longa para os seus sitios de sobrevivéncia na
medula dssea, visto que observamos que o nimero total de plasmdcitos aumenta na medula
Ossea dos animais tratados com Ts. Isto ndo deixa de ser um indicativo de que os plasmablastos

continuam migrando para a medula 0ssea.
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Outra hipotese seria baseada em dados que demonstram como o fator estimulador de
coldnia de granulécitos (G-CSF) € capaz de atuar no eixo CXC12/CXCR4 diminuindo a
expressao de CXCR4 em neutrofilos e promovendo a saida e circulacao sanguinea (Kim et al.,
2006); e reduzindo a liberacdo de guimiocinas por osteoblastos (Semerad et al., 2005). O G-
CSF é responsével 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 niveis séricos de G-CSF em pacientes com Doenca de Graves antes e depois do
tratamento, e ainda demonstrou auséncia de correlacao entre os niveis dessa citocina e 0s niveis
hormonais (litaka et al., 1998). Todavia, 0 hormonio utilizado no estudo foi apenas T4. Assim,
é possivel hipotetizar que G-CSF poderia ser o mecanismo modulador da expresséo de CXCL12
em nosso modelo.

As hipéteses geradas a partir das analises dos resultados desse estudo estdo apresentadas

na figura 15.
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Figura 15 — Resumos dos resultados obtidos e hipdteses elaboradas. Célula em rosa e roxo: neutroéfilo; azul:
plasmdcito; verde: plasmécitos de longa vida CXCR4*. Setas azuis: 0rgdos e células analisadas. Tracejado roxo:

hipéteses.
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7. CONCLUSAO

Nossos dados demonstram que o excesso de Tz regula fisiologia de neutrdfilos e
plasmécitos de vida longa e fortalece a hipdtese de que possa haver interacdo entre tais células

em condigdes de hipertireoidismo.
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