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RESUMO

BARROSO, C. E. Estudo quantitativo da vascularizagdo do timo em gatos.
[Quantitative study of the thymus vascularization in cats]. 2007. 81 f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, S&do Paulo, 2007.

O timo é um 6rgéo de grande importancia imunoldgica durante a vida fetal e no periodo
neonatal, para que o individuo se torne imunocompetente. E considerado,
anatomicamente, o maior 6érgao com alta atividade linfopoiética no individuo jovem. O
timo dos gatos apresenta duas por¢des, toracica e cervical, onde cada uma delas
apresenta um lobo direito e esquerdo em sua maioria. A maior contribuicdo vascular
origina-se da artéria toracica interna esquerda e do tronco braquiocefalico. Possui
coloragao rosea-palido, localizado em regido de mediastino cranial, entre os pulmdes e
na base do coragcdo a porgao toracica, e a porgao cervical estende-se além das
costelas em sentido cranial localizada ventralmente a traquéia. Foram utilizados 12
fetos de gatos domésticos, sem raga definida, machos e fémeas, divididos em trés
grupos. Os timos foram processados para o estudo da microscopia de luz, e as analises
estereoldgicas foram realizadas utilizando o método disector fisico associado com o
principio de ConnEuler. As variagdes de volume, comprimento, espessura e largura de
maneira geral apresentaram aumento conforme o desenvolvimento dos animais, com
diferencas entre os sexos. As medidas estereoldgicas relativas a densidade numérica
vascular (Nvyasc)) apresentam-se maiores nas fémea, ocorrendo uma diminui¢cdo
gradativa e o numero total de vasos no 6rgao (Nwasc)) apresentou valores maiores nos
machos com uma diminuicdo gradual. A estimacdo da densidade do comprimento do
vaso (Lv) e da densidade de superficie de area (Sv) apresentaram diminuigdo aos 45
dias de idade, e a densidade do comprimento do vaso (Lv) apresentou valor maior nos
machos de 35 e 55 dias, enquanto que na densidade de superficie de area (Sv) os

valores variaram entre os sexos.

Palavras-chave: Timo (glandula endécrina). Linfocitos T. Sistema Linfatico. Morfometria.
Gatos.



ABSTRACT

BARROSO, C. E. Quantitative study of the thymus vascularization in cats. [Estudo
quantitativo da vascularizagéo do timo em gatos]. 2007. 81 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2007.

During the phoetal life and neonatal period, the thymus has a great importance to
became an individual healthy. Anatomically is the largest organ with high limphopoietic
activity in young individual. The cat thymus presents two portions, thoracic and cervical,
where each one of them presents a right and left lobe at the most. The major
contribution initiates from the inner thoracic artery and from braquicephalicus trunk. The
organ presents pink-pale color, located in region of cranial mediastine, between lungs
and at the base of the heart; the thoracic portion and the cervical extend beyond the ribs
located ventrally to the trachea. For this study were used twelve fetus of the mongrel
domestic cats, males and females, divided into three groups. The thymus were
processed for the light-microscopy, and the stereological analyses were done using the
physical disector method associated with the ConnEuler principle. The volume of the
organ, lenght, thickness and wide increased gradually with the development, with
diferences between sex. The stereological variables related to vascular number density
(Nvwasc)) Were greater in females, decreasing gradually and the vascullar total number
(Nwasc)) Were greater in males decreasing gradually. The lenght density (Lv) and the
surface area density showed decreasing at forty-five days old, and the lenght density
were greater in males ate thirty-five and fifty-five days old, while the surface area density

the values were varied between sex.

Key-words: Thymus (endocriny gland). T lymphocyte. Lymphatic system. Morfometry.
Cats
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1 INTRODUGAO

A disposicdo arquitetdbnica da vascularizagao timica e dos vasos linfaticos em
animais de laboratério e em humanos tem sido objeto de intenso esforgo investigativo,
isto ndo somente é importante para um entendimento correto comportamento vascular
como para a relagdo do funcionamento do 6rgao e sua importancia no organismo do
individuo.

No passado, ao timo eram atribuidas varias fungdes, inclusive a de secre¢éo do
“elixir da vida” e da “juventude eterna”. Sua relagdo com a produgao de linfocitos foi
primeiro reconhecida no século XVIII por Thomas Hewson e Magnus Falconer. Eles
propuseram que o timo era uma glandula que secretava um fluido contendo numerosas
particulas sélidas pequenas, similares aquelas encontradas nos linfonodos, e “que os
vasos linfaticos do timo transportam o fluido secretado pelo ducto toracico para os
vasos sanguineos” (RITTER; CRISPE, 1992).

O timo é um orgdo linfatico primario que desenvolve sua atividade em
organismos jovens (KONIG; LIEBICH, 2004). As células T iniciam seu desenvolvimento
como precursoras na medula éssea. Essas células migram para o timo, onde sofrem
divisdo, diferenciagdo e maturagao em células T funcionais (BAR-DAYAN et al., 1999).
A migragao para os orgaos linfaticos secundarios faz com que adquiram caracteristicas
novas e se transformem em células imunocompetentes (SILVA et al.,, 2001). O
movimento dos timdcitos, através das vénulas pos-capilares para os orgaos
secundarios denominada periferializacdo, € um aspecto significante da imunidade
mediada por células (BANKS, 1992).

O desenvolvimento do timo ocorre de forma par desde o terceiro arco faringeo,
ao longo da traquéia em direcédo caudal, até o pericardio (KONIG; LIEBICH, 2004). O
timo deriva-se da terceira e da quarta bolsas faringeas acompanhando os derivados
paratireoideanos dessas mesmas bolsas. O broto timico se separa dos derivados da
paratiredide, ocupa parte do mediastino cranial, da entrada do térax e da regiédo cervical
ventral (BANKS, 1992).

Diversos experimentos tém revelado que o desenvolvimento normal, a
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manutencdo dessas estruturas linféides, sdo dependentes de um orgdo linféide
especifico quanto ao carater precursor linfopoiético — o timo. Assim como, as respostas
imunolégicas naturais ou induzidas que estdo de diferentes formas relacionadas as
estruturas do sistema linfatico, muitas vezes sao intermediadas e coordenadas pelo
timo (BOMBONATO, 1997; APPOLINARIO, 1998).

Ainda na vida fetal e no periodo neonatal o timo € o 6rgdo com maior importancia
imunoldgica e, anatomicamente, € o maior 6rgao linfatico. Dentre os 6rgéos linfoides, €
ele que possui a maior atividade linfopoiética constando como precursor da linfopoese
(DRUMMOND,1996) demonstrando também relacbes com o sistema enddcrino,
principalmente com a fungéo gonadal (DRUMMOND,1996; APPOLINARIO, 1998).

Apos a maturidade sexual do animal o 6rgao sofre marcada involugao (BANKS,
1992; KONIG; LIEBICH, 2004), com variagbes conforme a espécie animal (KONIG;
LIEBICH, 2004).

A involugao gradual e continua do timo é caracterizada pela diminui¢do do peso
do 6rgéo, perda dos linfécitos corticais, infiltragao pelas células adiposas e aumento do
numero dos corpusculos timicos. Por fim, a infiltragdo de células adiposas substitui
completamente o 6rgédo (BANKS, 1992).

O envelhecimento € considerado como inevitavel parece natural que com o
crescimento do individuo varios 6rgaos comegam a falhar. No entanto, ndo é totalmente
claro porque a senescéncia deve ocorrer e deve haver uma razdo do porque um 6rgéo
nao mantém sua fungao indefinidamente. O timo é um exemplo, sendo um 6rgéo que €
submetido a senescéncia prematura; devido ao seu papel central no desenvolvimento
imunoloégico, é importante conhecer o porqué (GEORGE; RITTER, 1996).

O desenvolvimento da imunocompeténcia depende da diferenciacdo dos
linfocitos do timo, que sdo capazes de reativar células imunes mediadas, em adicdo a
diferenciacdo em outros locais de células que sintetizam e secretam anticorpos. A
deficiéncia imune é resultado do ndao desenvolvimento de um ou ambos o0s processos
(BOCKMAN, 1997).

O papel significativo do timo na imunidade é facilmente demonstrado, em
algumas espécies, pela timectomia neonatal, causando o enfraquecimento da reacgéo

de hipersensibilidade retardada. A habilidade para produzir respostas mediadas por



21

anticorpos também fica prejudicada, uma vez que a produgédo de anticorpos requer a
colaboragao de células T (BANKS, 1992).

Apesar de a funcao timica ser responsabilizada por mecanismos fundamentais
na aquisicdo das defesas e consequentes respostas organicas, ela ainda nao é
totalmente esclarecida, tampouco as bases morfolégicas que respondem por tais
funcbes, como o processo de desenvolvimento e involugdo que estdo por serem
respondidos (BOMBONATO, 1997).

Morfologistas estdo tradicionalmente interessados na forma e composicéo de
estruturas macro, meso, microscopico e ultraestrutural. Recentemente, morfologistas
tem se beneficiado do uso de técnicas genéticas e moleculares que ajudam no
esclarecimento de duvidas com isso melhorando as pesquisas bioldgicas e biomédicas.
No entanto, questbes concernentes a alteragcdes de tecidos, células ou organelas
celulares (as quais frequentemente aparecem em periodos de adaptagéo, evolugdo ou
doenga de um organismo), assim como uma melhor correlagdo entre morfologia e
funcao, necessitam de uma analise quantitativa para melhor entendimento (MAYHEW,
1992; MANDARIM, 2003; ANDERSEN; PAKKENBERG, 2003).

Estudos estereoldgicos sdo cada vez mais frequentes na literatura
principalmente nos campos do desenvolvimento, evolugao, patologia e neurociéncias. O
desafio da estereologia € interpretar o arranjo tridimensional interno com base na
analise de cortes da estrutura que mostram apenas uma informacdo bidimensional,
tendo como principio consideragbes geométricas e probabilidade estatistica (WEIBEL,
1979; JENSEN, 1998; MANDARIM, 2003).

A estereologia tem vantagens sobre os estudos qualitativos. Os resultados s&o
numeéricos, nao subjetivos. A comparagado entre diferentes grupos como idade,
espécies, agao de drogas, manipulagao, sdo facilmente realizadas.

O timo por se tratar do principal 6rgao responsavel pela imunidade celular, cuja
presenca e atividade sdo fundamentais para o crescimento de um animal sadio, vem
sendo objeto de estudos por alguns pesquisadores.

Com respeito a irrigagdo do timo, varios autores se reportam de maneira

genérica, principalmente para os animais domésticos. Portanto, a realizagdo deste
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trabalho, para contribuir e favorecer o entendimento da irrigagdo timica, assim como
ajudar na elucidagao do processo de involugéo fisioldgica do timo em gatos.

O objetivo do trabalho é estudar quantitativamente, aspectos da vascularizagéo
do timo, principalmente aqueles relativos a densidade e comprimento vascular,
quantidade numérica dos vasos e, estabelecer se ha diferencas entre as idades e entre

0s sexos, quanto a morfologia e os dados estereoldgicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Com o proposito de oferecermos um melhor entendimento, compilamos e
apresentamos as informacdes propostas pelos tratadistas e trabalhos especificos

concernentes ao timo.

2.1 TOPOGRAFIA E ESQUELETOPIA DO TIMO

O timo é encontrado no espago mediastinal cranial. Entretanto, nos cavalos,
vacas, carneiros, porcos e galinhas ele se estende pelo pescogo até a altura da
glandula tiredide. O tamanho do timo pode variar consideravelmente, sendo que seu
tamanho relativo maximo ocorre em animais recém-nascidos, e seu tamanho absoluto
maximo durante a puberdade (TIZARD, 2000).

Em gatos o timo ocupa a regido de mediastino cranial ao coragédo e ventral a
traquéia (Figura 1). Variando em tamanho com a idade do gato, no neonato é maior e
atinge o seu tamanho absoluto na puberdade. Em filhotes, se estende cranialmente a
regido toracica e caudalmente entre as veias braquiocefalica em nivel de quinta e sexta
cartilagem intercostal, onde repousa na superficie ventral do pericardio. A regido caudal
possui o Iébulo direito menor que o esquerdo (HUDSON; HAMILTON,1993).
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Figura 1 — llustracdo demonstra a cavidade toracica de gato
com os pulmdes seccionados. Timo (seta preta); A:
brébnquios seccionados e vasos pulmonares; B:
coragao com pericardio; C: nervo frénico; D: veia
cava caudal; E: eséfago; F: aorta. (Fonte: Hudson;
Hamilton, 1993)

Daschinger (1983) descreveu o timo, do gato doméstico recém-nascido,
macroscopicamente como um 6rgao visivelmente lobular e de coloragao rosa-palida. E
que se estende cranialmente do manubrio esternal pela abertura toracica cranial e
ventralmente preenche dois tercos do mediastino cranial. Observou também que o timo
do gato possui uma porgao par, pequena e comum em regido cervical.

A forma deste 6rgédo em gatos varia individualmente, mesmo entre irmaos e
irmas, muitas vezes consideravelmente (DASCHINGER, 1983).

Segundo Silva et al. (2001) a topografia do timo, em seu trabalho realizado em
gatos, demonstrou a presenca de duas porg¢des toracica e cervical, onde esta ultima,
quando presente mostrou-se fina e estreita, representando ndo mais que um quinto a
um sexto do tecido timico total, e pronunciou-se cranialmente ao primeiro par de

costelas.
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Na superficie lateral da porg¢ao toracica esquerda mais dorsalmente e mais a
esquerda localiza-se o nervo frénico. Caudalmente apds a borda dorsal livre corre o
nervo vago, mais a esquerda medialmente ao nervo vago, encontra-se o tronco
braquiocefalico e a artéria subclavia esquerda. Dorsolateralmente a regido esquerda da
porgcao toracica esta encoberta pelo lobo cranial do pulméo esquerdo (DASCHINGER,
1983).

A porcao toracica direita é caracterizada como sendo uma por¢gdo menor e
aproximadamente de formato triangular. Sua margem cranioventral convexa corre com
A. toracica interna direita, a margem caudal céncava se encontra sobre o saco cranial
do coragao. Dorsal a porcao é limitada pela V. cava cranial e o N. frénico mais a direita.
Lateralmente a porcéo direita da porcéo toracica € completamente coberta pelo pulmao
toracico direito (DASCHINGER, 1983).

A transicao da porgao toracica para a porcao cervical € demarcada por sulcos
que sao sobrepostos lateralmente por parénquima da porcao toracica. Nestes sulcos
encontram-se a A. e V. toracica interna descendente direita e a esquerda ventral ao
esterno (DASCHINGER, 1983).

Apos as duas porgdes toracicas craniais, surge a porgao cervical que se inicia do
terceiro par de costelas e avanga cranialmente pela abertura toracica cranial,
dorsalmente localiza-se a traquéia (DASCHINGER, 1983).

Em um trabalho realizado por Bombonato et al. (2001) com fetos de caprinos da
raga Saanen foi observado a morfologia, topografia e esqueletopia do timo. Partindo da
parte toracica observaram o timo como uma massa unica, de aspecto lobulado, com
forma de trapézio irregular, envolvendo dorsalmente e, em parte, a face lateral
esquerda do tronco braquiocefalico e ventralmente no limite deste tronco, preenchendo
0 espaco mediastinal cranial em sua porgao pré-cardiaca, sobrepondo-se a uma porgao
do lobo cranial do pulmado esquerdo. Caudalmente observaram uma relacdo com a
margem cranial do coragdo na sua face esquerda, sem, no entanto, cobri-la, e
cranialmente alcancga a transicao cérvico-toracica, mantendo relacdo com a face interna
do primeiro par de costelas e a artéria toracica interna esquerda. Em relagéo a projecéo
do timo ao gradil costal, especialmente a esquerda, devido a sua acentuada assimetria

para este antimero, notaram que cranialmente, o limite deste se faz, em todos os casos,
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na altura da margem caudal do 1° par de costelas e caudalmente atinge a margem
cranial do 3° ou 4° par de costelas.

Segundo um trabalho realizado por Agreste (2005) em fetos de caes foi descrito
o timo como um 6rgao de coloragdo résea com discretas lobulagdes nos filhotes,
localizado no espaco mediastinico cranial, entre os dois pulmdes, e sua extremidade
caudal € moldado na superficie cranial do pericardio, apresenta apenas parte toracica,
sendo esta dividida incompletamente em um largo lobo direito e um pequeno lobo
esquerdo, seu polo cranial se localiza abaixo da traquéia e estende-se além do primeiro
par de costelas.

A porgao cervical do timo tipicamente se atrofia dentre os primeiros poucos
meses de vida no cavalo, e, no entanto, ndo é comumente encontrada exceto no jovem
potro. Ao contrario, o timo do bovino e identificavel, mesmo no adulto, como uma
estrutura palida e lobulada. Os lobos cervicais direito e esquerdo sado bem
desenvolvidos em bezerros, e o timo é as vezes removido no abatedouro como “pao
doce”. O timo do porco é também muito desenvolvido até a idade de abate
aproximadamente seis meses (SMALLWOOD, 1992).

2.2 DESENVOLVIMENTO DO TIMO

O epitélio do timo é derivado da camada endodérmica embrionaria, com possivel
contribuicdo do ectoderma, por uma série de fases de diferenciagao, cada qual deve ser
completada com o objetivo de proporcionar um microambiente o6timo para o
desenvolvimento e fungao timica (BOCKMAN,1997).

Para Hollander et al.,(2006), a organogénese inicial do timo esta intimamente
ligada ao da glandula paratiredide, a qual tem sua origem na porgao dorsal da terceira
bolsa faringea. Inicialmente formada como um primérdio comum, uma particao espacial
esta presente entre esses dois 6rgéos durante esta por¢cado de suas organogéneses. O
primeiro pensamento € que o timo € constituido de células epiteliais que tem origem

endodermal e ectodermal, experimentos em sistema aviario e mais recentemente em
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camundongos demonstraram claramente que as células do timo sao de origem somente
endodermal e que as células epiteliais ectodermais nao contribuem para o
desenvolvimento do timo.

O timo é um o6rgéao epitélio linfoide formado da terceira e quarta bolsa faringea
descendendo pelo térax durante o desenvolvimento fetal. As suas células epiteliais
formam uma base (forro) onde os linfocitos podem amadurecer e desenvolver. Ainda ha
alguma confusao na ordem precisa dos eventos, mas parece que linfocitos derivados
da medula éssea sao atraidos pelo timo em desenvolvimento, qual estda sobre a
influéncia de um fator (ou fatores) tipo hormonal soluvel, um dos quais tem sido
denominado timosina. As células que colonizam o timo ndo possuem caracteristicas de
células B nem de células T. No entanto, dentro de varias horas da chegada ao timo, os
linfécitos, comegam a expressar uma série de antigenos de superficie e receptores de
uma maneira ordenada, conduzida por fatores soluveis liberados por células de suporte
do timo (HALLIWELL; GORMAN, 1989).

A porcao significante de diferenciacédo do intestino anterior que segue com o
objetivo de compreender o desenvolvimento do timo & a regido faringea. A faringe
embridnica é importante para origem de muitos 6rgaos, incluindo as glandulas tiredide e
paratiredide assim como o timo. Um entendimento desta associagdo intima durante o
desenvolvimento inicial € utili no entendimento de algumas deficiéncias que sao
observadas em associacdo com desenvolvimento de defeitos timicos
(BOCKMAN,1997).

A proliferacao das células que formam a terceira bolsa faringea de cada lado
produz acumulo de epitélio que se estende ao mesénquima circundante. A porg¢ao
dorsal de cada terceira bolsa faringea se espessa em uma massa soélida que se torna a
glandula paratiredide. As células remanescentes constituem o primordio epitelial do
timo. A terceira bolsa ventral é inicialmente uma cavidade, mas com o desenvolvimento
conduz sua separagao com a cavidade faringea, e um corpo solido € formado enquanto
migra ventralmente e caudalmente (BOCKMAN,1997).

Durante o desenvolvimento do timo, ramos vasculares sanguineos penetram no

parénquima profundo acompanhando os tecidos conjuntivos da capsula e formam um
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espaco de tecido conjuntivo perivascular (compartimento extraparenquimal) ao redor
das veias (KATO, 1997).

Segundo Silva et al. (2001) o timo apresenta seu mais lato grau de
desenvolvimento durante a ultima fase do periodo pré-natal e no inicio de vida pos-

natal.

2.3 FUNCOES DO TIMO

O sistema linféide € composto de o6rgaos linféides primarios e secundarios. A
funcao da estrutura linféide primaria é a linfopoiese das linhagens de células B e T. Os
orgaos linféides primarios sé&o constituidos pela medula dssea, timo, e o figado fetal.
Em aves, a Bursa de Fabricius € o local de linfopoiese de células B. Os 6rgaos linfaticos
secundarios sao os nddulos linfaticos, baco, e estruturas linféides associadas com a
superficie de mucosas e pele (HALLIWELL; GORMAN, 1989).

O timo € um orgao epitéliolinféide formado da terceira e quarta bolsa faringea
que se estende até o térax durante o desenvolvimento fetal (HALLIWELL; GORMAN,
1989). Em condigbes normais, uma barreira antigénica fisioldgica previne antigenos,
localizando e estimulando uma resposta imune no timo. Certas doencgas tais como a
cinomose canina, o0 antigeno viral tem acesso ao tecido timico e, na fase de
recuperagao de infecgdo, podem estimular a formagdo de um centro germinal na
medula (GERSHWIN; KRAKOWA; OLSEN, 1995).

A funcao do timo é educar e provir a circulagao e os 6rgaos linféides secundarios
de linfécitos T. Aos 40 dias de gestagao em gatas prenhes, os linfocitos povoam o timo,
onde desenvolvem a capacidade de distinguir o préprio do ndo préprio. Os érgaos
linféides secundarios acolhem os linfocitos T funcionais, em gatos isto ocorre antes do
nascimento (HUDSON; HAMILTON, 1993).

O timo é capaz de secretar hormdnios e funcionar como uma glandula enddcrina.
As células epiteliais timicas liberam varios hormdnios polipeptidicos que devem

restaurar parcialmente a fungdo timica. Eles incluem as moléculas, chamadas de
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timosinas, timopoietinas, fator humoral timico, timulina e timoestimulantes. Os mais
importantes sdo a timosina que age sobre a medula éssea fazendo com que células
precursoras ali localizadas adquiram algumas caracteristicas de célula T, as
timopoietinas que provocam a diferenciacdo de células precursoras de células T e
estimulam a funcao de células T e o fator timico humoral e a timulina que restauram
parcialmente a funcdo de células T em animais timectomizados (TIZARD, 1985;
TIZARD, 2000).

Em um trabalho realizado por Li et al. em 2002, em camundongos infectados
com Hepatite viral tipo B, provaram que o horménio timico denominado Timosina a 1
sintetizada quimicamente reabastece a produgcao de anticorpo mediada por célula T e
acelera o restabelecimento e maturacdo dos timdcitos e concluiram que o
restabelecimento de alguns dos defeitos no sistema de defesa do hospedeiro facilita a

eliminagéo do agente infeccioso.

2.4 HISTOLOGIA

O timo tem origem embrionaria dupla enquanto que os outros 6rgaos linfoides
possuem origem somente mesodérmica. Seus linfocitos formam-se a partir de células
mesenquimatosas, que invadem um espaco epitelial derivado do endoderma da terceira
e, algumas vezes também da quarta bolsa faringea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Os elementos estromais de origem mesodérmica sado capilares, septos e
espacgos perivasculares. Esses elementos separam o timo em pseudolébulos. O espago
epitelial do timo e os espacos perivasculares estdo sempre separados, um do outro por
uma intima camada celular epitelial, com uma lamina basal que contribui para a barreira
hematotimica (VON GAUDECKER, 1990).

O o6rgao é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo frouxo e tecido adiposo
(MELO; LAGE, 1987; BANKS, 1992) do qual partem septos de tecido semelhantes,
subdividindo o 6rgédo em lébulos. Esses septos se estendem para a juncdo cortico-
medular (BANKS, 1992).
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O tecido conjuntivo, que constitui esta capsula apresenta uma preponderancia de
fibras colagenas sobre fibras elasticas e tanto umas como outras podem surgir em
quantidade aumentada, formando espessamentos, em pontos de jungdo da capsula
com a veia jugular ou outros vasos (MELO; LAGE, 1987).

O parénquima de cada lobulo esta subdividido em Iébulos que variam em
tamanho, dependendo da espécie, de 5 a 15 mm de largura. O tecido intersticial do
parénquima contém poucas fibras de tecido conjuntivo reticular, muitas das quais
podem estar concentradas ao redor dos vasos sanguineos (GETTY, 1986).

O 6rgéo é formado pelo cértex e pela medula bem definidos (BANKS, 1992). A
parte mais externa de cada I6bulo, o cortex, € densamente infiltrada por linfocitos
pequenos denominados timécitos. Os timécitos na medula ndo sdo tdo densamente
agrupados como no cortex, portanto, as células da medula sdo claramente visiveis
(BANKS, 1992; TIZARD, 2000)

Investigagcbes anteriores demonstraram a presenca de vasos linfaticos na
capsula e no tecido conectivo interlobular. Em timo de camundongo foi registrado que
os vasos linfaticos acompanham os vasos sanguineos (ODAKA et al., 2006).

Em um trabalho realizado por Odaka et al. (2006), os pesquisadores realizaram
analise de imunofluorescéncia da expressdo de marcadores de vasos linfaticos com o
objetivo de examinar a distribuigdo dos vasos linfaticos no timo de camundongos
normais e concluiram que ha a presenca de capilares linfaticos por todo o timo.

Os vasos linfaticos sdo adaptados para carrear fluido, lipidios, e macromoléculas.
Eles também servem como caminho de transito de linfocitos e células apresentadoras
de antigenos, tais como células dendriticas. Comparados com 0s vasos sanguineos,
os vasos linfaticos podem ser morfologicamente idénticos pela presenga de uma unica
camada fina celular endotelial ndo-fenestrada, a qual ndo possui células musculares
lisas (ODAKA et al., 2006).

A caracteristica definitiva do 6rgdo € a presenga de corpusculos timicos
denominados corpusculos de Hassall, os quais estdo presentes na medula. Sua funcao
€ desconhecida e sdo observados com frequéncia nos estagios avangados de
involugédo do timo (BANKS, 1992).
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Os corpusculos de Hassal consistem de poucas camadas de células epiteliais
dispostas concentricamente, em seu interior, estas células epiteliais estdo mortas,
normalmente a porcao central consiste de queratina e material hialino (GETTY,
1986).

2.5 VASCULARIZACAO

Durante o desenvolvimento do timo, ramos sanguineos penetram no interior do
parénquima acompanhando o tecido conjuntivo derivado da capsula formando um
espaco de tecido conjuntivo perivascular ao redor das veias (KATO, 1997).

As artérias penetram no timo pela capsula, ramificam-se e aprofundam-se no
orgao, seguindo os septos conjuntivos, originando as arteriolas que penetram no
parénquima seguindo os limites entre a cortical e a medular. Estas arteriolas formam
capilares que entram na cortical, ramificam-se e anastomosam-se e depois descrevem
um arco, dirigindo-se para a regido medular, onde desembocam em vénulas. A regiao
medular recebe outros capilares diretamente das arteriolas do limite cértico-medular. As
vénulas da medular confluem para formar veias que penetram nos septos conjuntivos e
saem do timo pela capsula do 6rgéo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

A irrigacdo do timo apresenta caracteristicas peculiares, onde os capilares e
pequenos vasos destinados ao 6rgao apresentam uma membrana basal, envolvida por
uma camada de células epiteliais, que apesar de nao ser totalmente continua, atua
como uma barreira; dificultando a passagem de antigenos ou macromoléculas do
sangue para o interior do parénquima e, consequentemente, o seu contato com os
linfécitos do orgao (SILVA et al.,, 2001). Esta barreira hematotimica que separa o
sangue do parénquima timico existe na regido cortical do timo, e ndo na medular, e
deve-se principalmente as jungdes oclusivas entre as células endoteliais néo
fenestradas dos capilares (JUN QUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Daschinger em 1983 descreveu que o suprimento arterial de todo o timo de gatos

recém-nascidos provem da A. toracica interna direita que se ramifica dando origem a
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um ramo caudal em direcdo ao timo toracico e um ramo craniomedial para o timo
cervical.

Scala, Langella e Budetta (1984) apos estudo do timo de patos domésticos
evidenciaram as artérias lobares originando-se diretamente da artéria comum do nervo
vago, correspondendo aos lobos timicos, penetrando em numero de uma a duas por
lobo. Observaram também que a vascularizagao do 6rgdo apresenta caracteristicas
particulares devido a morfologia caracterizando os lobos como uma entidade anatémica
isolada e com uma topografia peculiar ocupando juntos, uma grande extensdo da
regiao cervical.

Com respeito as artérias timicas, somente Versari (1897) descreveu as artérias
timicas inferior e média no homem e em outros mamiferos. Notou que ndo encontrou a
artéria timica surgindo da artéria carétida comum externa ou interna, embora o ramo
descendente da artéria tiredidea superior vascularize a traquéia e o eséfago.

Segundo trabalho realizado por Bombonato et al. (2001), o timo como um todo
recebe irrigacdo de vasos oriundos do tronco braquiocefalico, tronco bicarotideo,
artérias intercostais esquerdas, toracica interna esquerda, escapular dorsal esquerda,
de ramos diretos e indiretos das artérias carotidas comuns esquerda e direita, das
artérias tiredideas craniais e caudais esquerda e direita, tiredideas imas esquerda e
direita, laringeas esquerda e direita, faciais esquerda e direita, axilar esquerda e
carétida externa esquerda.

Silva et al. (2001) observaram em seu trabalho realizado em gatos, SRD,
adultos, ambos os sexos, que a maior contribuicdo vascular se deu através dos ramos
fornecidos pela artéria toracica interna esquerda e do tronco braquiocefalico. E
concluiram que os ramos diretos destinados ao timo foram provenientes das artérias
toracicas internas e carétidas comuns direita e esquerda e dos troncos braquiocefalico
e bicarotidico.

Em um trabalho realizado por Olson e Poste (1973), foi estudado o suprimento
sanguineo do timo de porquinhos da india e porcos utilizando carbono ou prata
intravascular demonstrando que estes animais possuem um sistema vascular mais
extensivo que o do camundongo. Histologicamente em se¢des seriadas as artérias

interlobulares foram vistas entrando a jungdo medular de dois ou mais lobos e se
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subdivide em um numero grande de ramos menores. Esses atravessam a medula ou
correm ao longo da jungdo corticomedular. Elas entdo se angulam de repente para
dentro do cértex como fileiras paralelas, vasos de parede fina. Esses vasos que
penetram as vezes se ramificam e variam de didmetro, muitas vezes se tornam grandes
vénulas antes de confluirem para o sistema de veias perilobulares descrito acima.
Observaram também que uma rede de veias ao longo da jungao corticomedular a qual
€ acompanhada por artérias medulares.

Em um trabalho realizado por Agreste (2005) foi feito um estudo esterolégico do
timo em caes onde foram avaliados os aspectos quantitativos vasculares deste 6rgao e
seus achados foram que o timo das fémeas apresentou maior volume (Vref) e
dimensdes de tamanho que os machos; a densidade numérica vascular e o numero
total de vasos foram menores nos machos do que nas fémeas. E que as variaveis
estereolégicas e as variaveis, comprimento, espessura e largura tiveram aumento
gradativo de acordo com as faixas etarias, sendo que nas fémeas os valores eram

maiores do que nos machos, com excegéo da densidade de comprimento (Lv).

2.6 INFLUENCIA DO SISTEMA NERVOSO AUTONOMO (SNA)

Muitas interagbes que ocorrem entre o0 microambiente celular e o
desenvolvimento de células T acontecem sobre a influéncia do sistema nervoso
autébnomo e pelo controle neuroendécrino (SAVINO; DARDENNE, 2000; SOLAROVIC;
LALIC; LEPOSAVIC, 2004).

Orgdos linféides, assim como os vasos sangiiineos, sdo inervados
predominantemente pela divisdo simpatica do sistema nervoso autbnomo. Fibras de
nervos pos-ganglionares noradrenérgicos adentram o timo acompanhando os grandes
vasos sangiiineos (SOLAROVIC; LALIC; LEPOSAVIC, 2004; LEPOSAVIC; PLECAS;
KOSEC, 2000) e a maioria das fibras esta localizada ao redor da vasculatura (VIZI et
al., 1995).
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A inervagdo noradrenérgica do parénquima timico é restrito principalmente ao
cortex, e somente, perfis nervosos escassos tem sido observados em regido medular
(VIZI et al., 1995) e estdo préximos as células epiteliais timicas (LEPOSAVIC; PLECAS;
KOSEC, 2000). Perfis nervosos noradrenérgicos com uma densidade pronunciada
foram observados no subcompartimento cortical periférico e nas jungdes cortico-
medulares. Esses nervos foram encontrados nas proximidades dos timécitos e das
células nao-linféides timicas. Além disso, foi demonstrado que os (-adrenoreceptores
s80 expressos nos timdcitos e nas células ndo-linféides timicas (SOLAROVIC; LALIC;
LEPOSAVIC, 2004) como mastdcitos, macréfagos e células epiteliais (LEPOSAVIC;
PLECAS; KOSEC, 2000). Sugerindo que a noradrenalina das fibras simpaticas pode
atuar como neurotransmissor nos nervos terminais conectando os timocitos corticais e
as células epiteliais medulares, e como um modulador paracrino disponivel aos
receptores nas células timicas.

Em um trabalho realizado por Solarovi¢, Lali¢ e Leposavi¢ (2004) demonstrou
que ratos Wistar machos imaturos tratados por 15 dias com propranolol produziram
bloqueio dos B-adrenoreceptores afetando o tamanho do timo e suas estruturas,
levando a uma diminuicdo da celularidade do cortex e medula timica, achados que
concordam com Leposavi¢, Ple¢as e Kosec (2000). Levando em consideragdo o
tamanho do timo no inicio do tratamento (21 dias pé-natal) e no controle com injecéao
salina (36 dias pos-natal), parece que o bloqueio dos receptores p-adrenérgicos durante
este periodo de desenvolvimento acarretou uma diminuigcdo do crescimento timico e/ou
aceleracao do processo de involugédo (entre o 21° e 36° dia). Tem sido demonstrado
que o timo de ratos atinge seu tamanho maximo na puberdade, e depois se inicia a
involugao lentamente (MARCHETTI; MORALE; PALLETIER, 1990).

Mudancas no tamanho do timo na puberdade podem estar relacionadas com
alteragées hormonais (OLSEN; KOVAC,1996). Estes achados condizem com a hipotese
de que o sistema nervoso simpatico esta envolvido com a responsividade da célula
timica a acdo hormonal via mudangas de densidade de receptor dentro da glandula
timica. Deve ser adicionado a esta hip6tese que os hormdnios esterdides sexuais

influenciam a expressdo de receptores [(-adrenérgicos nas células linfoides, assim
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como mudangas nas alteragcbes dos hormédnios relacionados a maturacdo do eixo
hipotalamo-pituitario-gonadal (MARCHETTI; MORALE; PALLETIER,1990).

A reducdo da populacdo de timocitos em ratos tratados com propranolol pode
estar relacionada com o desbalanco da taxa de proliferacao de timécitos e apoptose,
processo conhecido por ser influenciado por catecolaminas. E como a estimulacao
simpatica ou administracido de catecolaminas aumenta a saida de células da medula
0ssea, baco e linfonodos, os animais tratados com propranolol obtiveram uma redugao
da saida das células precursoras de linfécitos da medula 6ssea, contribuindo também
para a diminui¢do da populagdo de timécitos (SOLAROVIC; LALIC; LEPOSAVIC, 2004).

Em um trabalho realizado por Vizi et al. em 1995, eles investigaram se a
noradrenalina (NA) € um transmissor de sinal entre a inervagdo simpatica e os
timocitos, concluiram que em ratos jovens o cortex timico € inervado por terminais
nervosos catecolaminérgicos/noradrenérgicos. A liberagdo da NA dos terminais nervoso
simpaticos € sob inibicdo da NA liberada endogenamente pelos a,—adrenoreceptores
pré-sinapticos. A noradrenalina liberada nao-sinapticamente se difunde ao parénquima
e € capaz de transmitir um sinal para a membrana dos timécitos por modulagao de
canais de potassio. A NA liberada no timo possui importancia fisiolégica e patologica
durante estresse e respostas inflamatodria e imunolodgica.

Varios horménios e citocinas sao reconhecidos atualmente como potentes
moduladores da fisiologia dos timdcitos, € uma questao de especulagao, € tentador
sugerir que as catecolaminas liberadas localmente no timo podem estar envolvidas na
sintonizacdo das respostas dos timoécitos aos sinais regulatorios de citocinas e

hormdnios liberados de origem sanguinea ou local (VIZI et al., 1995).

2.7 ORIGEM DOS LINFOCITOS E DIFERENCIACAO DOS LINFOCITOS T

O timo é o unico 6rgao hematopoiético que recruta células precursoras
hematopoiéticas do sangue e, ao mesmo tempo, exclui células maduras de entrarem no

timo. Este recrutamento é continuo pelo timo n&o suportar células-tronco
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hematopoiéticas de auto-renovagdo. O requerimento para importagcdo continua de
precursores hematopoiéticos e o processo de diferenciagdo intratimico de célula T
estdo intrinsecamente ligados ao processo de desenvolvimento do timo (BOEHM;
BLEUL, 2006).

As células T iniciam seu desenvolvimento como precursoras na medula dssea.
Essas células migram para o timo, onde se dividem se diferenciam, e se maturam em
células T funcionais. A maioria dos timécitos (95-99%) morre no curso deste processo,
e somente poucos deixam o timo como células maduras (BAR- DAYAN et al.,1999).

As células T sdo derivadas de precursores hematopoiéticos, os quais, apos
entrarem no timo, sdo submetidos a um programa de proliferagdo, diferenciacao, e
selecdo para produzirem uma populagdo de células T funcionalmente competentes
(ANDERSON et al.,1996). No camundongo, colonizagao inicial do timo rudimentar por
precursores do figado fetal é iniciada aproximadamente no 11° dia de gestagcao (OWEN,;
RITTER, 1969). Durante a colonizagao inicial, a qual precede a vascularizagdo, os
precursores dos vasos deixam os vasos faringeais adjacentes e cruzam o mesénquima
peritimico e a membrana basal que circunda o epitélio rudimentar para adentrar ao timo
(WILKINSON; OWEN; JENKINSON, 1999).

A diferenciacdo dessas células ocorre ao longo de sua migracdo no
microambiente estritamente compartimentalizado timico, que é formado de células de
diferentes tipos como células epiteliais, macrofagos, células dendriticas, fibroblastos, e
componentes da matrix extracelular, e o processo de desenvolvimento das células T &
comumente descrito como um fluxo linear sucessivo entre cada vez mais
compartimentos diferenciados. Supondo entdo que os timécitos em estagios diferentes
de maturacdo estdo situados dentro de porgdes distintas do 6rgdo (SOLAROVIC;
LALIC; LEPOSAVIC, 2004).

O desenvolvimento das células T intratimicas requer um microambiente estromal
integro no qual as células epiteliais timicas constituem a maior parte (BLEUL et al.,
2006). O coértex fornece o microambiente necessario para a selegao positiva de
timécitos imaturos e a regido medular para selegdo negativa de células T auto-reativas
(BOEHM; BLEUL, 2006).
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Uma hipotese € que a noradrenalina pode influenciar na maturagao intratimica da
célula T, ndo somente diretamente via (B-adrenoreceptores nas células néao-linféides
timicas, mas também proporcionando assim um microambiente benéfico para a
diferenciacdo e maturagao das células T (KURZ, et al.,1997). Dados indicam que a
concentragao intratimica de noradrenalina aumenta progressivamente do periodo
neonatal até o 60° pds-natal (LEPOSAVIC et al.,1992).

O efeito do tratamento de propranolol na maturacdo das células T intratimicas
em ratos em diferentes estagios de maturacao sexual pode ser explicado por dados que
demonstram o perfil fenotipico dos timocitos de ratos controle imaturos, o perfil destes é
significantemente diferente do perfil dos ratos adultos, a densidade dos j-
adrenoreceptores e a concentragdo da sua noradrenalina ligante endogena estavam
significantemente mais baixas no timo dos ratos imaturos sexualmente do que no timo
de ratos adultos (MARCHETTI; MORALE; PALLETIER, 1990; LEPOSAVIC et al.,1992).

2.8 INVOLUGAO TIMICA

Esta bem documentado através de trabalhos que o timo possui uma importancia
significativa no desenvolvimento e manutengédo de um sistema imune competente, e
que o processo de involugao é acelerado apds a puberdade quando ha uma elevacéao
dos esteroides sexuais no sangue (WINDMILL; LEE, 1998).

Bar-Dayan et al. (1999) também confirma que varios efeitos hormonais e
neuroendocrinos (ex. glicocorticoides, hormdnio do crescimento, insulina, etc) fazem
parte da regulagao da involugao timica (BAR-DAYAN et al., 1999).

O timo comega a involuir quando o gato alcanga a maturidade sexual e, no gato
adulto, é apenas um resquicio no mediastino cranial (HUDSON; HAMILTON, 1993).

A duracdo de vida do timo é curta, com involugdo variando de meses a anos
dependendo da espécie. Como as células T sdo as células centrais na resposta imune,
deve ser temido que a auséncia de um timo funcional em um adulto pode causar uma

inabilidade de responder a infec¢gdes. No entanto, as células T possuem vida longa e se
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auto-replicam, e desta maneira, o timo ndo é mais requerido no adulto. Auséncia total
do timo no neonato € um achado clinico incomum e invariavelmente fatal. Existem,
contudo, exemplos no qual danos induzidos por virus ao timo em animais jovens
comprometem severamente o sistema imune pela destruicdo das células T em
desenvolvimento. Os dois exemplos detalhados disto tem sido a destruicdo vista na
infeccao pela parvovirose canina e leucemia felina induzida por virus (HALLIWELL,
GORMAN, 1989).

Ja nas aves o timo persiste por toda a vida do animal, sem involugéo fisioldgica
que é observada em outras espécies ou em alguns de seus 6rgaos como a propria
bolsa cloacal (NASCIMENTO, 2002).

Infecgdes recorrentes em filhotes podem levar a atrofia timica prematura. Isto
ocorre devido a deplegao de células T nos 6rgaos linféides secundarios e no timo. A
causa, mais comum de atrofia timica em gatos € a infecgdo pelo Virus da Leucemia
Felina (FeLV). Na necropsia, pouco ou henhum tecido timico é encontrado nos filhotes.
FeLV também causa linfoma timico, que € comumente observado em gatos de 1 a 2
anos de idade. Nestes casos o timo aumenta de volume, formando uma massa que
comprime o pulmdo e o coragao contra a regidao dorsocaudal do térax, ocasionando
angustia respiratéria para o animal (HUDSON; HAMILTON, 1993).

Em um trabalho realizado em galinhas por Melo e Lage (1987) observaram que
0s agentes depressores do timo, organicos ou néo, isto é, produzidos pelo animal ou
agindo sobre ele por interferéncia externa, provocam uma regressao prematura na
estrutura histologica do 6rgéo.

Em um estudo realizado por Bar-Dayan et al. (1999), onde compararam a
proliferacdo e apoptose dos timécitos em diferentes partes do timo de camundongos
fémeas, no inicio e apds a rapida fase de declinio da celularidade timica cortical
concluiram que apos a involugdo do timo ha uma mudanca no balango entre a
proliferacdo e apoptose especialmente no coértex timico. Ha uma reducao no indice de
proliferacdo e uma elevagao no indice de apoptose do cortex timico no camundongo
adulto comparado ao camundongo jovem. Esta mudanga pode ser considerada pela

redugdo da celularidade do cértex timico durante a involugéo timica.
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Com o avangar da idade do animal, ha uma perda progressiva de tecido, o qual é
substituido por gordura, contudo, o timo idoso ainda contém ilhas de tecido linféide,
incluindo cortex e medula, e é funcionalmente ativo (TIZARD, 2000).

Em estudos realizados por Windmill, Meade e Lee em 1993 e Windmill e Lee em
1998 observaram que os efeitos da castracdo em ratos com idade pré-puberdade e
adultos tem um efeito benéfico sobre o sistema imune, aumento do crescimento timico

e 0 processo de involugao retardada.

2.9 TIMECTOMIA

Até 1961, quando pela primeira vez foi estudado o efeito da timectomia em
animais recém-nascidos, as numerosas tentativas de esclarecer as fungbes do timo
haviam falhado. S6 entdo foi observado que a extirpagdo deste 6rgdo nas primeiras
horas apds o nascimento resultava numa diminuicdo sensivel no desenvolvimento e no
funcionamento do sistema linféide (CALICH; COPPIVAZ, 1989)

A timectomia feita em camundongos recém-nascidos com um dia de vida faz
com que estes animais tornem-se mais susceptiveis as infecgdes. Um exame mais
detalhado destes animais timectomizados no periodo neonatal revela que ha uma
diminuicdo no numero de linfécitos circulantes e uma acentuada depressdo na
capacidade destes animais em certos tipos de resposta imune (TIZARD, 2000). A
capacidade de rejeitar enxertos é severamente comprometida, refletindo uma perda
total da resposta imune mediada por células e diminuigcdo da resposta imune mediada
por anticorpos (TIZARD, 2000; CALICH; COPPIVAZ, 1989).

Os efeitos da timectomia nos mamiferos levam a crer na existéncia de dois
sistemas: um sistema timo-dependente, que seria responsavel pelas reacgdes
imunolégicas de base celular, e outro, representado pelos nodulos linfoides, centros
germinativos e plasmacitos, associados com a produgdo de anticorpos (CALICH;
COPPIVAZ, 1989).
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A remocao do timo de animais adultos ndo produz resultados ébvios imediatos.
Se, porém, os animais forem mantidos por varios meses apdés a operagao, observa-se
um declinio progressivo no numero de linfocitos circulantes e na capacidade destes
linfécitos montarem uma resposta imune mediada por células. A interpretacao destes
resultados sugere que embora o timo no adulto ainda seja funcional, existe um
reservatorio de células derivadas do timo que deve ser esgotado antes dos efeitos da

timectomia tornarem-se aparentes (TIZARD, 2000).



41

3 MATERIAL E METODO

3.1 MATERIAL

Para realizagcdo desta pesquisa serao utilizados 12 timos provenientes de fetos
de gatos, mortos oriundos de cesariana, subdivididos em 3 grupos etarios de 35, 45 e
55 dias de gestacdo, sendo quatro animais por grupo: dois machos e duas fémeas, de
gatos domeésticos oriundos do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — HOVET-FMVZ-USP.

3.2 METODO

3.2.1 Lavagem do sistema circulatério e fixagao do timo por meio de perfusao

A cavidade toracica foi exposta pela incisdo nas articulagdes costo-vertebrais
proporcionando a localizacdo dos principais vasos arteriais € venosos do torax. Foi
introduzida, apds isolamento da parte toracica da aorta, em sua luz, uma canula com
calibre compativel ao didmetro do vaso e fixada com fio de sutura, para que em seguida
ocorra a secg¢ao da veia cava caudal e a veia cava cranial. A perfusdo pela aorta foi
feita com solugéo salina tamponada fosfatada (PBS) a 0,1M e pH 7,4 e heparina a 2%
tendo a fungéo de lavagem dos sistemas arterial e venoso. Para a fixagao perfundiu-se
pela aorta a solugéo fixadora de Karnovsky modificada, constituida por glutaraldeido
5% (Merk®) e formaldeido a 1% (Sigma®) em tampéo cacodilato de sédio (EMS®) a
0,125M e pH 7 ,4.
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3.2.2 Processamento do material

Os timos foram removidos apds a perfusdo da solugao fixadora de Karnovsky
modificada e foram mensurados em seu eixo longitudinal e transversal (em regiao
caudal e cranial). Foram realizados, cortes seccionados transversalmente com a
utilizacdo de uma lamina cortante, produzindo fatias com distdncia média de 3mm e
foram imersas no fixador por um periodo minimo de 24 horas, sendo posteriormente
mensurado a estimativa do volume pelo método de Cavalieri.

O proximo passo foi lavar os fragmentos timicos em solugao cacodilato de sodio
(EMS®) a 0,125M e pH 7,4 e imersos em uma solucgdo de tetréxido de 6smio (EMS®) a
2%. As amostras permaneceram nesta solugdo durante 60 minutos, no escuro e sob
agitacdo constante. Em seguida, foram lavadas na mesma solugdo tampdo de
cacodilato anteriormente referida, seguido de agua destilada. Foram imersos em
solucdo aquosa de acetato de uranila (Reagen ©) a 3% durante 60 minutos sob
agitacao constante e em recipiente escuro.

Os fragmentos foram lavados em agua destilada e desidratados em série
crescentes de etandis, sendo em seguida desidratados em éxido de propileno (EMS®)
por 10 minutos.

Logo apéds, as amostras foram embebidas em uma solugéo de 6xido de propileno
(EMS®) e resina araldite pura (502 Polyscience Inc. ©), em constante agitacdo e em
diferentes proporgdes. Apds estas etapas, os fragmentos foram transferidos para resina
araldite pura (502 Polyscience Inc. ®) e levados a estufa (60°C), permanecendo durante

um periodo minimo de 48 horas.
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3.2.3 Microscopia de luz de cortes semi-finos

Todos os blocos provenientes do material processado foram trimados para
evidenciar as regides de interesse e seccionados seriadamente com 1um de espessura,
com o auxilio do ultra-micrétomo MT-XL® equipado com um contador de secgdes e
utilizando navalha de vidro. As secgdes foram coletadas sobre laminas e secas em
placa térmica (Leica®) e em seguida coradas com uma solugdo de azul de toluidina
alcodlica. Posteriormente foram cobertas com uma gota de araldite (502 Polyscience

Inc. ®) e montadas sob laminula.

3.2.4 Volume do 6rgao ou Volume Referéncia (V/ren)

Segundo o matematico Bonaventura Cavalieri (1635 apud HOWARD; REED,
1998), o volume de qualquer objeto pode ser estimado através de uma exaustiva série
de secgdes paralelas separadas por uma distancia conhecida. A estimativa se da pela
distancia entre as secg¢des (d ou k, sendo d a nomenclatura utilizada para cortes
macroscopicos e k para cortes microscopicos) multiplicado pela somatoéria das areas

(2a) de cada secgéao (Equagao 1)

Equagéo 1: V(e =d (ou k) x 2a

Apods a retirada dos animais, os timos foram seccionados transversalmente, com
o0 auxilio de uma lamina cortante, por meio de planos macroscoépicos paralelos e
seriados, como descrito no trabalho de Henery e Mayhew (1989); Mayhew e Olsen
(1991); Mayhew, Mwamengele e Dantzer (1990); Mayhew (1992) e Wulfsohn et al.
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(2004). Cada timo originou em meédia 4 faixas que constitui uma estimativa eficiente
para o calculo do volume timico pelo método de Cavalieri (GUNDERSON; JENSEN,
1987; HENERY; MAYHEW, 1989; MAYHEW; OLSEN, 1991; MAYHEW, 1992). A
distancia entre as fatias (d) ndo séo precisas, entdo, como proposto por Gunderson et
al. (1988b) e Mayhew e Olsen (1991), uma distdncia média (d) entre as fatias foi
estimada através da mensuracdo do comprimento total do timo, com o auxilio de um
paquimetro digital (Starrett®), A distancia média utilizada na maioria dos timos foi de 2,0
mm.

A éarea das fatias de apenas uma das faces foi calculada, isto €, apenas na face
caudal de cada fatia, com o auxilio de um sistema teste, logo, o volume referéncia dos
timos foi obtido através da analise macroscépica.

A acuracia dos resultados obtidos pelo método de Cavalieri foi verificada pelo
coeficiente de erro (Equagéao 2). Este foi calculado pela equagao proposta inicialmente
por Gundersen e Jensen (1987) e descrita posteriormente em outros trabalhos
Pakkenberg et al. (1989); Mayhew e Olsen (1991) e Duerstock et al. (2003).

Equacdo 2: CE = 1/XAx [ 1/12 (3a + ¢ — 4b)]"?

Onde:
2 A — Somatodria de todas as areas das secgdes a
a — Somatoéria dos produtos de a x a
b — Somatdria dos produtos de a x (a+1)

¢ — Somatéria dos produtos de a x (a+2)

3.2.5 Método Orientator

O tecido ou 6rgéo isotrépico € aquele onde a estrutura aparece

homogeneamente, com as mesmas caracteristicas em todas as dire¢des, diferente dos
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cortes anisotropicos onde ha uma orientagdo na apresentacdo do material
(MANDARIM, 1994).

A estimativa de muitos parametros estereoldgicos necessita de secgdes
isotropicas, ou seja, de cortes AUl (Aleatdrios e Uniformemente Isotrépicos) ou IUR
(Isotropic Uniform Random) como pré-requisito.Assim, para obtermos cortes AUI ou IUR
de qualquer tecido ou 6rgao utilizamos o método orientator (MATTFELDT et al., 1990).

Este método ¢é utilizado para estimar o comprimento (Lv), densidade de
superficie (Sv) e outros parametros estereoldégicos em secgbes isotrdpicas
(MATTFELDT et al.,, 1990). Para este trabalho utilizou-se o método orientator
modificado segundo Mattfeldt et al. (1990).

Um fragmento de tecido ou 6rgao foi seccionado em dois cortes consecutivos. O
primeiro corte foi realizado em um angulo determinado aleatoriamente, codificado
conforme uma tabela de numeros aleatérios. Depois a face de corte deve ser apoiada
no plano da mesa e novamente o tecido foi seccionado segundo um angulo aleatério.
Com isto podemos admitir que os fragmentos obtidos contenham tecido de modo
isotropico, mas o procedimento foi repetido outras vezes para maior seguranca
(MATTFELDT et al., 1990).

Foi selecionado aleatoriamente uma proporgéao de fatias cortadas de cada timo.
Essas fatias selecionadas permitiram a amostragem do érgao como um todo (WIEBEL,
1979)

Para tornar cada fatia isotrépica, as mesmas foram orientadas de acordo com
seu eixo longitudinal e submetidas a sistemas com diferentes angulos. Cada sistema foi
adaptado para o tamanho de cada fatia original e para a amostra formada. Estes
sistemas sao denominados relégio ¢ (seno) ou ¢ -clock (Figura 2A), e relégio 6 (co-
seno) ou O - clock (Figura 2B). O primeiro sistema utilizado foi o ¢ -clock, colocou-se a
fatia em seu eixo longitudinal no sentido de angulo O°, e foi escolhido um angulo
aleatorio e a fatia foi seccionada. Um dos dois pedacos formados foi escolhido e
colocado no 6 - clock com a face do corte para baixo para ser novamente seccionado
em um novo angulo aleatdrio. Para a escolha dos valores foi utilizada uma tabela de

numeros aleatérios (“Random Numbers”) Os fragmentos foram seccionados até
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atingirem o tamanho ideal (cerca de 1mm?) e foram processados para microscopia de

luz de cortes semi-finos.
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Figura 2 — Sistemas testes com diferentes angulos utilizados no método orientator.
A —relégio 6 (co-seno) ou 6 - clock. B —reldgio ¢ (seno) ou ¢ -clock

3.2.6 Analise Estereoldgica

O objetivo da estereologia é determinar parametros quantitativos tridimensionais

de estruturas anatdmicas a partir de cortes bidimensionais, valendo-se da geometria e

da estatistica (MANDARIM, 1994).

Geometricamente os vasos sdo estruturas tubulares ideais para um eficiente

transporte e distribuicdo de fluidos por todo o organismo. Formam uma rede complexa e

ramificada, conectados de forma unica, a reconstrugao fisica desta rede é baseada em

seccdes seriadas. O numero de capilares na rede equivale com a conectividade, com

isso, na pratica estereolégica o numero de capilares € igual a estimagdo da
conectividade (NYENGAARD; BENDTSEN; GUNDERSEN, 1988).
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A area de superficie vascular € o produto do seu comprimento e circunferéncia,
sendo importante para a descricdo quantitativa dos vasos (NYENGAARD; BENDSTEN;
GUNDERSEN, 1988).

3.2.6.1 Método Disector Fisico

A quantificagdo vascular no timo de gatos foi realizada utilizando o método
estereologico do disector fisico, descrito inicialmente por Sterio (1984) e por
Pakkenberg e Gundersen (1988, 1989), associado ao volume referéncia. O método do
disector permite contar particulas independentemente do tamanho, forma, distribuicao
ou orientacdo, em um volume conhecido, utilizando pares de sec¢des provenientes de
cortes seriados (PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1988; COGGESHALL, 1992
COGGESHALL; LEKAN, 1996).

O disector permite a composi¢ao das estruturas em trés dimensdes utilizando um
sistema teste com uma area (a) conhecida, numero de pontos (p), e um plano paralelo
com uma altura (h) (STERIO, 1984).

Cada disector é constituido por duas seccgdes idénticas separadas por uma altura
conhecida, sendo estas seccbes denominadas de “reference-section” e “look-up
section”, e as particulas encontradas na “reference-section” mas nao na “look — up
section” sdo chamadas de “transects” (GAGLIARDO, 2003).

A observagao do material e a captura da imagem foram realizadas com o auxilio
do microscépio Olympus® BX 60 e de uma camera digital AxioCam HPC Zeiss®, na qual
as imagens da ‘“reference section” e da “look —up section” foram capturadas e
transferidas para a tela de um computador. Sobre a tela foi aplicado uma area teste
(com linhas de inclusdo e exclusdo) e os perfis vasculares presentes na “reference-
section” foram comparados com os perfis da “look-up section”. Os perfis identificados
em cada sec¢cdo mudam entre os planos seccionais em trés possibilidades para estimar
a conectividade.

Os disectores foram aplicados por toda a extensdo do timo para permitir que
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todas as regides apresentassem as mesmas chances de serem amostradas,
obedecendo um sistema de amostragem denominado “systematic random sampling
scheme” (MAYHEW; GUNDERSEN, 1996).

Foi aplicado por toda a extensao do timo, os disectores, para permitir que todas
as regides apresentassem as mesmas chances de serem amostradas, obedecendo um
sistema de amostragem “systematic random sampling scheme” (Mayhew; Gundersen,
1996). Para isso, fez-se necessario estabelecer um intervalo (k) entre as “reference
section” ao longo dos disectors utilizados, sendo que a primeira “reference section”
analisada foi escolhida aleatoriamente, dentro do intervalo pré-estabelecido, que vai de
1 a k, como preconizado por Gundersen et al. (1988a) e Pakkenberg e Gundersen
(1988).

De acordo com Gundersen et al. (1988a) e Mayhew e Gundersen (1996) uma
populacdo de 100 a 200 perfis foram contados para estimar a densidade numérica.
Assim sendo, é imperativa a necessidade de um estudo piloto para se estabelecer a
quantidade de disectors utilizada para atingir este numero populacional. Neste trabalho,
foi determinado que em torno de 10 disectors nos timos forneciam uma contagem ideal,
isto € uma quantidade minima de 100 perfis.

Sabendo da quantidade de disectors necessaria e o tamanho da amostra do
timo, este foi mensurado com a utilizagdo de um paquimetro digital (Starret®), foi
possivel delimitar um intervalo de secgbes no qual permitiu que todas as regides dos
timos fossem amostradas. Desta forma, foi utilizado um k = 200 para os timos. A
primeira sec¢ao de analise do disector, em todos os grupos, foi escolhida de maneira
aleatoria como descrita anteriormente.

A area teste (At) utilizada foi definida por um conjunto de linhas (retas) e pontos,
além de linhas de inclusao e exclusao (Figura 3), onde os perfis que tocam as linhas de
exclusdo nao sado considerados, permitindo uma igual chance de amostragem dos
perfis, independente do tamanho destes, em uma abordagem imparcial. Este foi

sobreposto a imagem morfoldgica para a contagem estereoldgica.
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Figura 3 — Em A, a “reference section” € delimitada por uma area teste com
linhas de inclusao (linhas pontilhadas) e de exclusao (linhas cheias).
Em B, a “look-up section” é delimitada por uma area teste rigida

O O %
o

No disector com area = a, e com a distancia entre as secg¢des = h, o volume do

disector (v(gis)) € calculado de acordo com equacéo 3.

Equacédo 3 : V(dis) = a . h

3.2.6.2 Determinagao do Numero de Euler no Método de Disector

O principio de ConnEulor ou de conectividade € uma extensdo do método
de disector para a estimagao do numero de estruturas. Cada estrutura tem um numero
de Euler ou conectividade que € obtido com exaustivas seccdes seriadas da amostra
(DEHOFF et al., 1972; KROUSTRUP; GUNDERSEN, 2001).

O numero de Euler é um valor inteiro, especifico, que pode ser definido por
algumas estruturas em alguma dimensdo (DEHOFF et al.,, 1972; KROUSTRUP;
GUNDERSEN, 2001). Sua estimagdo € independente da diregcdo e orientacdo da
leitura.
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O conceito de conectividade esta intimamente relacionado com a integridade

geométrica das curvas de superficie, esta estimagdo estreoldgica foi estudada
primeiramente por F. Rhine’s e R. Dehoff’'s na Florida (NYENGAARD; BENDTSEN,;
GUNDERSEN, 1988).

De acordo com Kroustrup e Gundersen (2001) e Nyengaard, Bendtsen e

Gundersen (1988) para estimar a conectividade deve-se enumerar os chamados planos

tangenciais. Em cada ponto de uma superficie lisa no espago tridimensional pode-se

definir a curvatura da superficie, que é de trés tipos:

Superficie do lumen do capilar convexa, sendo caracterizado por uma saliéncia
externa, o raio da curvatura tem seus eixos na margem luminal da superficie,
conferindo partes completamente fechadas chamadas de “Hole”, H ou
fragmentos luminais (Figura 4A).

Superficie céncava, sendo o oposto da convexa, conferindo uma nova parte
isolada chamada de “Island”, |, da parede interna do lumen, aparentando um
lago luminal (luminal lagoon) (Figura 4B).

Superficie em sela ou “Saddle surface” é complexa: em uma dire¢cao (desigual
ao longo de todo o eixo capilar) a curvatura € concava com o centro do raio da
curvatura saindo do lumen, na outra direcdo (do outro lado do capilar) a
curvatura é, normalmente, do tipo convexa, é a divisdo do lumen capilar em dois
ou mais lumens, uma conexao luminal ou uma nova conexao entre as partes

isoladas chamadas também de “Bridge”, B (Figura 4C).
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Estrutura 1: Reference 2: Look-up

Figura 4 — Amostragem do disector e estimagdo dos planos
tangenciais. Em A, a superficie convexa do capilar
€ mostrado na “reference setion” e ndo na “Look-
up section”, estruturas chamadas de “Hole”. Em B,
uma irregularidade da parede do capilar é
observada conferindo uma nova parte isolada
chamada de “Island”. Em C, na “reference section”
a curvatura é cdncava, e na “look-up section” a
curvatura é do tipo convexa formando uma diviséo
do lumen capilar em dois ou mais lumens,
chamados também de “Bridge”

Assim, segundo Kroustrup e Gundersen (2001), as “Bridges” contribuem com -1,

e as “Islands” e “Holes” contribuem com +1, formando a equagao 4.

Equagdo 4: >X =3I -YB+>H
2

Onde:

> X = numero total de Euler
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>'I = numero total de “Islands”
2.B = numero total de “Bridges”

> H = ndmero total de “Holes”

A constante 2 no denominador, reflete que a contagem de “Islands”, “Bridges”,
“‘Holes” no disector é representado nas duas dire¢gdes simultaneamente.
Em uma amostra uniforme e randémica do disector a densidade do numero de

Euler (X,) é estimada de acordo com a equacgéo 5.

Equacdo 5: X, = 2X
ZV(dis)

3.2.6.3 Estimagéo da Densidade Numérica Vascular (Ny(vasc))

Calculando a area do sistema teste (a) e o numero de Euler na “reference
section” com a respectiva “look-up section”, obtemos a densidade numérica vascular
(Ny(vasc)), ou densidade de conectividade (NYENGAARD; MARCUSSEN, 1993)

Equagéo 6 Nv(vasc) = - ZX
2.h.Xa

Onde:
2. X = Numero de Euler
H = Altura do disector, distancia entre os 2 planos de secc¢des

>a = Total de areas dos disectores
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3.2.6.4 Numero Total de Vasos no Orgéo (N (vasc)

Com a densidade numérica e o volume referéncia do 6rgao calculado pelo
método de Cavalieri, obtemos o numero total de vasos no érgao de acordo com

Kroustrup e Gundersen (2001) (Equacéo 7).

Equagdo 7: N asc) = Nypasc) - N ref)

3.2.6.5 Estimacao da densidade de comprimento do vaso (Lv), comprimento do vaso

(L), densidade de superficie de area (Sv), superficie de area (S)

A estimacgao do comprimento requer planos isotropicos, sendo a estrutura maior
que o didmetro (MATTFELDT et al., 1990).
Segundo Nyengaard (1993), a densidade de comprimento do vaso (Lv) e a

densidade de superficie de area (Sv) sao estimadas de acordo com as equacdes 8 e 9.

Equacdo 8: Lv=2.Qa
Onde:

Qa = Perfis de vaso por area

Equagdo 9: Sv=2 .1
Onde:
IL = Numero de intersec¢des entre os vasos € as linhas do sistema teste.
Para obtermos o comprimento do vaso e a area de superficie, multiplica-se a
densidade de comprimento (Lv) e a densidade de superficie (Sv) pelo volume de
referéncia do 6rgéo (V (en), equagdes 10 e 11.

Equagéo 10: L =Lv.V (e Equagédo 11: S=Sv . Ve
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos dos trés grupos etarios foram subdivididos quanto aos
aspectos relativos a anatomia macroscopica, anatomia microscopica e analise

estereoldgica.

4.1 ANATOMIA MACROSCOPICA DO TIMO

O timo dos gatos dos diferentes grupos etarios analisados apresentavam
coloracdo rosa palido, localizados no mediastino cranial, entre os pulmdes e
dorsalmente a base do coragdo. Algumas particularidades foram encontradas em
alguns fetos irmaos onde ocorreu variagdo da forma do érgdo entre animais da mesma
ninhada, e entre faixa etaria diferentes, quanto a morfologia e niumero de lobos timicos.

No grupo | (35 dias) um feto macho apresentou macroscopicamente os lobos
toracicos divididos em direito e esquerdo em regido de térax e no final da porgao
cervical. Dois fetos machos apresentaram macroscopicamente uma Unica massa sem
divisdo com vestigio do lobo direito em regido toracica. E um feto fémea apresentou
macroscopicamente os lobos toracicos totalmente divididos em direito e esquerdo
unidos por um fino tecido conjuntivo. Neste caso, o lobo toracico direito esta dividido em
porcao cranial e caudal enquanto que o esquerdo nao apresentava divisdo aparecendo
como uma massa unica. O lobo intermediario se apresentou emitindo tecido para
divisdo em regido cervical direita e esquerda.

Duas fémeas deste mesmo grupo apresentaram macroscopicamente uma massa
unica em regido toracica totalmente dividida em lobo direito e esquerdo, indicando ser
lobo toracico, sem vestigios ainda de lobo cervical.

No grupo Il (55 dias) um feto fémea apresentou macroscopicamente extensao
do lobo toracico direito além do primeiro par de costelas em regido cervical para o lado

direito. Neste mesmo grupo dois fetos fémeas apresentaram macroscopicamente uma
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extensdo que ultrapassava o 1° par de costelas, se ramificava delgadamente pelo lado

esquerdo entre o esdfago e a traquéia cervical.

4.1.1 Esqueletopia

Apds a resseccdo do membro toracico esquerdo e musculatura toracica, foram
removidas a 2°, 3° e 4° costelas do antimero esquerdo evidenciando o lobo timico
esquerdo que esta localizado em regido de 1° a 5° costela toracica, ventralmente e
medialmente ao lobo cranial do pulmé&o esquerdo (Figura 5).

A porgao timica toracica direita relacionou-se caudalmente com o coracédo e
medial e ventralmente ao lobo cranial pulmonar direito (Figura 6).

A porcao esquerda do lobo toracico relacionou-se caudalmente com a auricula
direita do coracgéo, dorsalmente relaciona-se com o eséfago toracico, lateralmente em
regido de incisura timica entre os lobos cervicais e toracicos observa-se adentrando a
incisura a A. toracica interna esquerda. Esta porcdo esquerda do lobo toracico
relacionou-se ventralmente e medialmente com o lobo cranial do pulmao esquerdo. O
lobo esquerdo timico € maior quando relacionado ao lobo direito.

Observam os sulcos em regido de transigdo dos lobos toracicos para os lobos
cervicais dividindo estes lobos, e nestes sulcos foi observada a confluéncia da artéria e
veia toracica interna.

A porcéo cervical do timo relacionou-se com o tergo distal da traquéia cervical e
esta porgao esta localizava-se ventralmente a traquéia, aparecendo com a forma fina e

estreita (Figura 7).



Figura 5 — Fotografia de regido toracica de feto de gato
com remogado da 2% até 4? costela toracica,
evidenciando lobo timico esquerdo (A) e lobo
cranial pulmonar esquerdo (B)

Figura 6 — Fotografia de regido toracica de feto de gato
com remogao das costelas e deslocamento
do pulmao direito (A) para evidenciar o timo
direito (B)

56
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Figura 7 — Fotografia de timo de feto de gato de 55 dias
A: lobo timico cervical esquerdo. B: lobo
timico toracico esquerdo. C: lobo pulmonar
cranial esquerdo. D: coragcdo. Seta preta:
nervo vago. E: traquéia

De forma geral, o comprimento, a espessura e a largura do timo apresentaram
um aumento gradativo conforme o aumento da faixa etaria e desenvolvimento dos
fetos.

No grupo | o comprimento médio foi de 1,2 cm, sendo que nas fémeas 1,05 cm
e nos machos 1,35. A espessura média foi de 0,25 cm, sendo nas fémeas 0,25 cm e
nos machos 0,25 cm. A largura média foi de 0,25 cm, sendo nas fémeas 0,25 cm e nos
machos 0,25 cm. Neste grupo o comprimento teve diferenca estatisticamente
significante quando comparado ao sexo.

No grupo Il o comprimento médio foi de 2,4 cm, sendo em média nas fémeas 2,7
cm, e nos machos 2,1 cm. A espessura média foi de 0,28 cm sendo nas fémeas e 0,32
cm nos machos 0,25 cm. A largura média foi de 0,375 cm, sendo nas fémeas 0,35 cm
e nos machos 0,4 cm. Neste grupo somente a espessura teve diferenca
estatisticamente significante quando comparado ao sexo.

No grupo Il o comprimento médio foi de 3,05 cm, sendo nas fémeas 3,3 cm e
nos machos 2,8 cm. A espessura média foi de 0,3625 cm, sendo nas fémeas 0,35 cm
e nos machos 0,375 cm. A largura média foi de 0,63 cm, sendo nas fémeas 0,72 cm e

nos machos 0,55 cm. Neste grupo somente a largura teve diferenca estatisticamente
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significante quando comparada ao sexo.

O volume do é6rgao ou volume referéncia (Vref) - cm 2 - estimado pelo método
de Cavalieri apresentou valores que aumentavam gradativamente de acordo com o
desenvolvimento dos fetos, sendo maior nas fémeas dos grupos | e Ill quando
analisada a mesma faixa etaria. O média do volume referéncia no grupo | foi de 0,077,
sendo nos machos 0,075 e nas fémeas 0,08. No grupo |l média foi de 0,215, sendo nos
machos 0,235 e nas fémeas 0,195. No grupo Il a média foi de 0,252, sendo nos
machos 0,245 e nas fémeas 0,26. Houve diferenca estatisticamente significante se
comparado o sexo no grupo I, e quando comparado as faixas etarias entre os grupos |
ell, lelll.

Os valores individuais tais como volume referéncia, comprimento, espessura e

largura do timo estdo apresentados sistematicamente nas tabelas 1 e 2.



Tabela 1 — Valores das variaveis, volume referéncia (V(en), comprimento,
espessura largura do timo em fetos machos nos diferentes grupos
etarios. Sdo Paulo - 2007

Grupos Veny (cm*)  Comprimento (¢cm) Espessura (¢cm) Largura (cm)
(Machos)

I (35 dias)

1 0,1 1,4 0,3 0,2

2 0,05 1,3 0,2 0,3
Média 0,075 1,35 0,25 0,25

DP 0,035355 0,070711 0,070711 0,070711
IT (45 dias)

1 0,14 1,9 0,2 0,3

2 0,33 2,3 0,3 0,5
Média 0,235 2,1 0,25 0,4

DP 0,13435 0,282843 0,070711 0,141421
III (55 dias)

1 0,25 2,6 0,35 0,6

2 0,24 3,0 0,4 0,5
Média 0,245 2,8 0,375 0,55

DP 0,007071 0,282843 0,035355 0,070711




Tabela 2 — Valores das variaveis, volume referéncia (Vef), comprimento, espessura

largura do timo em fetos fémeas nos diferentes grupos etarios. Sao

Paulo - 2007
Grupos Ver) (cm®)  Comprimento (cm) Espessura (cm) Largura (cm)
(Fémeas)
I (35 dias)
3 0,1 1,1 0,3 0,3
4 0,06 1,0 0,2 0,2
Média 0,08 1,05 0,25 0,25
DP 0,028284 0,070711 0,070711 0,070711
IT (45 dias)
3 0,15 1,7 0,25 0,4
4 0,24 3,7 0,4 0,3
Média 0,195 2,7 0,325 0,35
DP 0,06364 1,414214 0,106066 0,070711
IIT (55 dias)
3 0,24 2,7 0,3 0,47
4 0,28 3,9 0,4 0,49
Média 0,26 3,3 0,35 0,48
DP 0,028284 0,848528 0,070711 0,014142

60

As diferencas das variaveis comparando a faixa etaria e os sexos estdo

representados na figura 8.
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Figura 8 — Histograma comparando as variaveis, volume referéncia,

comprimento, espessura e largura do timo entre as faixas
etarias e o sexo. A: Volume referéncia (Vef). B: comprimento

do timo. C: espessura do timo. D: largura do timo - Sdo Paulo -
2007
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4.2 ANATOMIA MICROSCOPICA DO TIMO

O timo é revestido por uma capsula de tecido conjuntivo que emite invaginagoes
formando septos que dividem parcialmente o lobo formando a estrutura lobular. Os
vasos sanguineos adentram os lobos juntamente com os septos, se ramificando no
percurso dos septos interlobulares e alcangando o parénquima timico.

Com o método orientator, o 6rgdo passou a ser isotropico, assim ndao ha como
diferenciar a regiao cortical e medular nos cortes semi-finos.

O parénquima do 6rgao se apresentou bem heterogéneo em algumas regides
devido as células em diferentes estagios de maturagéo, e em outras regides de forma
homogénea.

Os corpusculos de Hassal foram evidenciados em todos o0s grupos, mas no
grupo Il houve um aparecimento mais frequente destas estruturas.

Nos animais do grupo | e Il, o timo apresentou-se de forma heterogénea com
uma populagdo de células se reorganizando, quando comparados com o grupo Il que
se apresenta de forma mais organizada e homogénea. Nao foram notadas diferengas
visuais entre machos e fémeas.

Os arranjos celulares do grupo |, Il e lll sdo semelhantes, sendo caracterizados
pelas células mais agrupadas, e com os vasos aumentando de calibre conforme o

crescimento do animal.
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E
Figura 9 — Fotomicrografias dos timos. A e B: feto com 55 dias, fémea (Barra

40um). C e D: feto com 45 dias, fémea (Barra 40um). E: feto com 35
dias, macho (Barra 40um). F: Corpusculos de Hassal (Barra 40um). V

—Vaso
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4.3 ANALISE ESTEREOLOGICA

A estimacgao da densidade de comprimento do vaso (Lv) teve um aumento
gradativo no grupo | e Il das fémeas e no Ill uma elevagéao significante. No grupo Il dos
machos houve uma queda em relagdo ao | e no grupo Ill houve um aumento
significativo. A média de densidade de comprimento do vaso no grupo | foi de 295,
sendo nos machos de 306 e nas fémeas de 284; no grupo Il de 175,5, sendo nos
machos de 120 e nas fémeas de 231; no grupo lll de 387,5, sendo nos machos de 409

e nas fémeas de 366.

O comprimento do vaso (L), em mm, apresentou média de 26,22 no grupo |,
sendo nos machos de 21,84 e nas fémeas de 30,6; no grupo Il a média foi de 35,3,
sendo nos machos 23,26 e nas fémeas 47,34; no grupo Il foi de 97,31, sendo nos

machos 100,3 e nas fémeas 94,32.

A média da densidade de superficie de area (Sv) no grupo | foi de 240,5,
sendo nos machos 240 e nas fémeas 241; no grupo |l foi de 132, sendo nos machos de
88 e nas fémeas de 176; no grupo lll foi de 295, sendo nos machos de 386 e nas
fémeas 204.

A média da superficie de area (S), em mm?, no grupo | foi de 21,05, sendo nos
machos 24 e nas fémeas 18,1; no grupo Il foi de 30,56, sendo nos machos 25 e nas
fémeas 36,12; no grupo Il foi de 90,635, sendo nos machos 128,39 e nas fémeas
52,88.
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A média da densidade numeérica vascular (Nywasc)), em cm?® no grupo | foi de
84 , sendo nas fémeas 95 e nos machos 73. No grupo Il a média foi de 49, sendo que
nas fémeas foi de 72 e nos machos foi de 26. No grupo Il a média foi de 38, sendo que

nas fémeas foi de 54 e nos machos foi de 22.

A média do namero total de vasos no 6rgao (Nasc)) N0 grupo | a média foi de
404, sendo nas fémeas 70 e nos machos 738. No grupo Il a média foi de 488, sendo
que nas fémeas foi de 60 e nos machos 916. No grupo lll a média foi de 206, sendo
que nas fémeas foi de 144 e nos machos foi de 268. Os valores apresentaram-se

maiores nos machos do que nos fémeas.

Os resultados apresentados tais como: estimag¢ao da densidade de comprimento
do vaso (Lv), comprimento do vaso (L), densidade de superficie de area (Sv), superficie
de area (S), estimagéo da densidade numérica vascular (Nywasc)), numero total de vasos
no orgdo (Nasc)) estdo apresentados sistematicamente nas tabelas 3 e 4.

As diferencas das variaveis comparando a faixa etaria e os sexos estdo

representados na figura 9.
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Tabela 3 — Valores das variaveis densidade de comprimento do vaso (Lv), comprimento do
vaso (L), densidade de superficie de area (Sv), superficie de area (S),
estimacgao da densidade numérica vascular (Nywvasc)), Numero total de vasos no
0rgéo (Nyasc)), do timo em fetos fémeas nos diferentes grupos etarios - S&o

Paulo - 2007
Grupos Lv L (mm) Sv S (mm?) NV(vase) Nvase)
(Fémeas) x10* x10*
I (35
dias)
3 240 24 182 18,2 6640625 6640625
4 328 19,68 300 18 1250000 7500000
Média 284 21,84 241 18,1 95,7 70,7031
DP 62,22539 3,054701 83,43860 0,141421 4143 6076
I (45
dias)
3 180 27 136 20,4 1029411 1544117
4 282 67,68 216 51,84 427083 10625000
Média 231 47,34 176 36,12 72,8 60,845
DP 72,12489 28,52468 56,56854 22,2314 4259 64211
o1 (55
dias)
3 408 97,92 212 50,88 4310344 1034482
4 324 90,72 196 54,88 6640625 1859375
Média 366 94,32 204 52,88 54,7 144,6929

DP 59,39696 5,091168 11,31370 2,828427 1647 5832




67

Tabela 4 — Valores das variaveis densidade de comprimento do vaso (Lv), comprimento do
vaso (L), densidade de superficie de area (Sv), superficie de area (S),
estimagao da densidade numérica vascular (Nywvasc)), Numero total de vasos no
0rgéo (Nuasc)), do timo em fetos machos nos diferentes grupos etarios - S&o

Paulo - 2007
Grupos Lv L (mm) Sv S (mm?) NV(vasc) Nvase)
(Machos) x10* x10*
| (35
dias)
1 290 29 162 16,2 146226 1462261
2 322 32,2 318 31,8 1329787 13297872
Média 306 30,6 240 24 73,8 738,0067
DP 22,627417  2,26274 110,30865 11,030865 836 836
IT (45
dias)
1 172 24,08 46 6,44 572916 8020824
2 68 22,44 132 43,56 4656862 15367644
Média 120 23,26 88 25 26,14 916,9423
DP 73,539105  1,1596551  60,811183  26,247803 288 519
I (55
dias)
1 428 107 400 167,5 2418604 6046511
2 390 93,6 372 89,28 1981981 47567565
Média 409 100,3 386 128,39 22,02 268,0703
DP 26,870057  9,4752308  19,798989  55,309892 308 293
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5 DISCUSSAO

Poucos autores estudaram anteriormente a histologia e a microvascularizagéao
especificamente do timo de gatos, o que nos fez considerarmos outras espécies de
animais nas analises comparativas, considerando as particularidades de cada espécie
animal.

Achamos relevante enfatizar a escassez de relatos na literatura por nos
compilada, que abordem aspectos da esqueletopia do 6rgdo bem como a dos vasos
sanguineos que suprem o timo do gato.

Quanto aos achados macroscopicos, estes foram semelhantes aos relatados por
Daschinger (1983) que descreveu que o0 mesmo possui coloracdo résea-palido e
aspecto visivelmente lobular. A lobagdo do 6rgéo foi semelhante aos relatos de
Daschinger (1983) e Silva et al. (2001) que relatam que o orgdo apresenta duas
porcoes, toracica e cervical sendo que a ultima apresentou-se fina e estreita.

A localizac&o do 6rgao foi observada na regido do mediastino cranial ao coragao
e ventral a traquéia, semelhantes aos relatos de Daschinger (1983).

A forma deste 6rgao variou individualmente entre fetos da mesma ninhada
concordando com Daschinger (1983) e que o lobo direito € menor que o lobo esquerdo
concordando com Hudson e Hamilton (1993).

Quanto a sintopia, nossos achados foram semelhantes aos de Daschinger
(1983), onde o nervo vago localiza-se dorsalmente a porgéo toracica e a transi¢ao dos
lobos toracicos para os lobos cervicais € demarcada por sulcos e confluindo neste
sulcos foi observado a artéria e veia toracica interna.

Kato (1997) e Junqueira e Carneiro (1999) relatam que durante o
desenvolvimento do timo, ramos vasculares penetram no interior do parénquima
acompanhando o tecido conjuntivo, formando um espago de tecido conjuntivo
perivascular, fato este que foi observado em nosso trabalho. As arteriolas ramificam-se
e aprofundam-se seguindo os septos conjuntivos, formando capilares que penetram na
cortical, depois se dirigem para a medular onde desembocam em vénulas, que depois

confluem para formar veias e penetram nos septos conjuntivos e saem do timo pela
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capsula.

No tocante ao suprimento sanguineo do timo de gatos, Daschinger (1983)
descreve que este é provido pela artéria toracica interna, confirmando o que foi
observado em nosso trabalho. Ja Silva et al. (2001) relata que a maior contribuicao
vascular em timo de gatos ocorre através dos ramos fornecidos pela artéria toracica
interna esquerda e do tronco braquicefalico, sendo os ramos diretos destinados ao timo
provenientes das artérias toracicas internas e carétidas comuns direita e esquerda e
dos troncos bicarotideos.

Quanto a histologia do 6rgdo concordamos com Melo e Lage (1987) e Banks
(1992) os quais relatam que a capsula e o septo do timo consistem de tecido conjuntivo
frouxo e tecido adiposo.

Como os timos estudados foram isotropisados nao diferenciamos as regides
corticais e medulares como citam Banks (1992) e Tizard (2000).

Os corpusculos timicos denominados corpusculos de Hassals foram encontrados
em todas as faixas etarias estudadas, com as células epiteliais dispostas
concentricamente, como relatado por Getty (1986) e Banks (1992).

Vizi et al. (1995); Leposavic, Plecas e Kosec (2000), Savino e Dardene (2000) e
Solarovi¢, Lali¢ e Leposavi¢ (2004) descrevem a inervagdo dos orgaos linfoides, as
interacdes entre os microambientes do timo e o desenvolvimento de células T, que é
coordenado pelo sistema nervoso auténomo (SNA) e neuroenddcrino, embora nao
tenha sido o objeto de estudo direto deste trabalho, possiveis alteragbes métricas do
orgao, quando comparamos machos e fémeas podem ter sofrido influéncia do sistema
neuroenddcrino.

Vizi et al. (1995), Olsen e Kovacs (1996), Kurz, et al. 1997, afirmam que
mudancas no tamanho do timo na puberdade podem estar relacionados com alteracdes
hormonais, e estes achados corroboram com a hipoétese de Marchetti, Morale e
Palletier (1990) onde relatam que o sistema nervoso simpatico esta envolvido com a
resposta da célula timica a acdo hormonal por mudancgas de receptores dentro da
glandula timica, confirmando nosso achados que indicam variagdo de tamanho das
células em relagao a idade e adicionando também que os hormdnios esteroides sexuais

influenciam na expressdo de receptores nos timdcitos e influenciam a diferengca de
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tamanho entre machos e fémeas fato observado neste trabalho.

O volume do timo aumenta com o desenvolvimento do animal, tendo um
aumento brusco no grupo Il (45 dias), acreditam que este aumento ocorre devido ao
crescimento do 6rgdo para posterior preparo para o nascimento onde se apresenta
totalmente desenvolvido, ja na literatura ha relatos de que este desenvolvimento ocorre
no periodo pré-natal (aproximadamente 60 dias) e no inicio de vida pos-natal. As
variacbes de comprimento, espessura e largura de maneira geral apresentaram
aumento conforme o desenvolvimento dos animais, estes dados também sao
observados no trabalho de Agreste (2005).

Para o estudo das variaveis estereoldgicas, necessitamos de secgdes isotrdpicas
como pré-requisitos, assim, utilizamos o método orientator modificado de acordo com
Mattfeldt et al. (1990), onde o 6rgdo aparece homogeneamente, com as mesmas
caracteristicas em todas as diregcbes (MANDARIM, 1994), porém a literatura ndo tras a
indicagdo de valores esterioldgicos para o timo dos animais, excegao ao trabalho de
Agreste (2005) que estudou o timo de caes.

Para Nyengaard, Bendtsen e Gundersen (1988) os vasos sao estruturas
tubulares que formam uma rede complexa e ramificada, conectados de forma unica e a
reconstrucao fisica desta rede € baseada em secgdes seriadas. O numero de capilares
na rede equivalem com a conectividade, por isso usamos o principio da conectividade
ou principio de ConnEuler associado ao disector fisico para a analise estereologica do
timo, covalidando os achados nesta pesquisa

O meétodo do disector fisico conforme descrito por Sterio (1984); Gundersen et al.
(1998a); Mayhew (1992); Coggeshall (1992); Mayhew e Gundersen (1996); Coggeshall
e Lekan (1996); Gundersen et al. (1999); Pakkenberg e Gundersen (1988 e 1989) e
Gagliardo (2003), foi sendo aplicado por toda a extensao do timo, para permitir que
todas as regides apresentassem as mesmas chances de serem amostradas,
obedecendo a um sistema de amostragem denominado “systematic random sampling
scheme”.

Para a estimativa da conectividade obtivemos base dos trabalhos de Nyengaard,
Bendtsen e Gundersen (1988); Nyengaard e Marcussen (1993) e Kroustrup e

Gundersen (2001), assim alcangamos os valores de densidade numérica vascular
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(NV(vasc)) € numero total de vasos no 6rgao (Nuasc)), cuja comparacdo pode ser feita
somente com o trabalho de Agreste (2005) que coletou dados estereoldgicos em céaes.

Assim, nosso trabalho indica que a densidade numérica vascular (Nv(asc))
diminuiu gradativamente de 35 a 55 dias de gestagdo com diferengcas de
comportamento quanto ao sexo sendo maior nas fémeas diferindo do que foi
encontrado por Agreste (2005) onde os valores eram maiores nos machos € o numero
total de vasos no 6rgao (Nasc)) aumentaram de 35 dias para 45 dias de gestag&o e no
final aos 55 dias diminuiu tanto nos machos como nas fémeas, sugerindo que ocorre a
diminuigdo pelo inicio da curva de involugdo do érgdo e pelas variagbes de peso
corpéreo, tamanho e tipo racial dos animais estudados. Neste sentido nossos achados
fazem nos crer que o timo do gato sofra mais influéncia dos efeitos hormonais do que o
timo dos cées.

A estimacao da densidade do comprimento do vaso (Lv) e da densidade de
superficie de area (Sv) apresentam diminuigdo aos 45 dias de idade do feto em relagéo
aos 55 e 35 dias de idade, sendo a densidade do comprimento do vaso maior nos
machos de 35 e 55 dias, enquanto que na densidade de superficie de area os valores
se apresentam com variagdes entre os sexos. O comprimento do vaso (L) e a superficie
de area (S) aumentaram gradativamente de 35 a 55 dias de idade com diferencas de
comportamento quanto ao sexo, semelhantes aos achados por Agreste (2005),
indicando que os sexos devam possuir uma curva de desenvolvimento diferente.

Sugere-se que as diferengcas nos valores encontrados nas variagdes
estereoldgicas podem estar relacionado com a variagdo da forma macroscopica do
6rgao que por sua vez pode determinar variagdes de dimensao deste resultando em
alteracdes nos valores estereoldgicos, porquanto em muitas equagdes séo utilizados os

elementos métricos de dimensao para os calculos da estereologia.
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6 CONCLUSAO

Dos resultados obtidos podemos concluir que:

1 — O timo apresenta duas porgdes, toracica e cervical, onde cada uma delas apresenta
um lobo direito e esquerdo em sua maioria. Possui coloragdo résea-palido, localizado
em regido de mediastino cranial, entre os pulmdes e na base do coragdo a porgao
toracica e a porcédo cervical estendem-se além das costelas em sentido cranial
localizada ventralmente a traquéia. A estrutura celular do timo demonstrou-se
organizada com a presenga de agregados concéntricos, os corpusculos de Hassall,
formados por células epiteliais mortas, sustentada por uma capsula de tecido conjuntivo

de onde parte septos que ao penetrar no 6rgao dividem-no em lobulos.

2 — Ocorre variagbes significativas quanto a forma e as dimensdes do timo entre

individuos da mesma faixa etaria.

3 — Os valores relativos ao comprimento, espessura e largura, de maneira geral,
apresentaram aumento, conforme o desenvolvimento dos animais, mas com diferencas

entre 0s sexos.

4 — As variagbes estereologicas referentes a densidade numeérica vascular (Nv(asc))
apresentaram-se maiores nas fémeas, ocorrendo uma diminuicdo gradativa com o
desenvolvimento do feto, ja o numero total de vasos no 6rgdo (Nwasc) apresentou
valores maiores nos machos com uma dimunui¢gdo gradual. A estimagao da densidade
do comprimento do vaso (Lv) e da densidade de superficie de area (Sv) apresentou
diminuicdo aos 45 dias de idade do feto em relacédo aos 55 e 35 dias de idade, sendo a
densidade do comprimento do vaso (Lv) maior nos machos de 35 e 55 dias, enquanto

que na densidade de superficie de area (Sv) os valores variaram entre 0s sexos.
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