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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a morfometria da cortical e medular dos l6bulos timicos individualizados
de coelhos da raga Nova Zelandia Branco pela determinagdo da area (um?), perimetro (um), didmetro maximo
(um), didmetro minimo (um) e fator de forma. Deste modo, o timo de dez coelhos tratados com gentamicina
e dez controles (machos e fémeas) foram histologicamente processados. A dose de gentamicina utilizada ¢ o
tempo de administra¢do deste aminoglicosideo foram adequados e condizentes a recomendag@o terapéutica.
Este antibidtico ndo alterou a morfometria deste 6rgdo e ndo foi imunodepressor.

Unitermos: coelho, gentamicina, morfometria, timo

Abstract

Thymus morphometry of New Zealand White Rabbits treated with gentamicin. The aim of this study
was to evaluate the morphometry of cortical and medullary thymic lobes individualized by determination of
area (um?), perimeter (um), maximum and minimum diameter (um) and shape factor in New Zealand White
rabbits. The spleens of ten rabbits treated with gentamicin and ten control rabbits (males and females) were
histologically processed. The gentamicin dosage and the time of administration of this aminoglicoside were
according to therapeutic recommendation. This antibiotic did not cause any alteration in the morphometry of
the spleen, and it seemed not to be an immunosuppressive drug.
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Introducgao

Histologicamente, o timo ¢ coberto por uma
capsula de tecido conjuntivo denso que se projeta para
dentro como septos, dividindo parcial € completamente
o orgdo em lobulos. O parénquima de cada 16bulo
estd organizado em uma regido cortical, formada por
linfécitos T predominantemente pequenos e densamente
acumulados, células reticulares epiteliais e macréfagos
e em uma regido medular constituida também por
linfécitos, porém, em menor quantidade que a cortical
e células reticulares epiteliais, em concentragdo maior
do que a cortical, dispostas em arranjo concéntrico,
formando os corpusculos de Hassal, e macréfagos. Desta
forma, a cortical e a medular possuem os mesmos tipos
celulares, porém em proporg¢des diferentes, ressaltando
que as células mais abundantes sio os linfocitos T, em
diversos estagios de maturagdo, e as células reticulares
epiteliais.

As principais func¢des do timo incluem: o
desenvolvimento de linfécitos T imunocompetentes
a partir dos precursores derivados da medula 6ssea;
a proliferacdo de clones de células T maduras néo-
ativadas para suprir os linfocitos circulantes e os tecidos
periféricos; o desenvolvimento da autotolerancia
imunologica; a secrecdo de hormonios (timulina,
timopoietina € a timosina a, € 3,) e de outros fatores
soluveis que regulam a maturagdo das células T, a
proliferagdo ¢ a fun¢fo dentro do timo e dos tecidos
periféricos (Young e Heath, 2001).

Os linfécitos podem ser classificados em dois
tipos principais, com diversos subtipos de acordo
com o local onde se diferenciam e com os diferentes
receptores presentes em suas membranas. Nos linfocitos
B (linfécito B e linfocito B de memoria), esses receptores
sdo imunoglobulinas e nos linfécitos T (linfécito T
citotdxico, linfocito T helper, linfécito T supressor
e linfécito T de memoria) sdo moléculas protéicas
chamadas TCR (7-Cell Receptors). Sao caracterizados
por apresentarem em suas membranas plasmaticas
receptores de antigenos denominados de TCR, que
permite o reconhecimento de uma ampla variedade de
antigenos pelas células T. Na superficie celular, esta
molécula encontra-se associada a um complexo de

Revista Biotemas, 23 (3), setembro de 2010

M. H. M. Silva et al.

peptideos conhecidos coletivamente como CD3 (Roitt
etal., 1999).

Os aminoglicosideos formam um grupo de
antibioticos que se assemelham entre si na sua atividade
antimicrobiana, caracteristicas farmacocinéticas e
toxicidade (Spinosa et al., 2002; Rang et al., 2004). A
gentamicina ¢ um antibidtico de amplo espectro derivada
de espécies do actinomiceto Micromonospora (Gilman,
1996). Estes antibidticos podem produzir graves
efeitos toxicos relacionados com a dose, que podem
aumentar com a duracdo do tratamento. Os principais
riscos consistem em ototoxicidade e nefrotoxicidade
(Rang et al., 2004). Adams (2003) relatou que os
aminoglicosideos sdo toxicos, pois causaram alteragdes
sobre as membranas lisossdmica, mitocondrial e
plasmatica das células dos tubulos contorcidos
proximais do néfron. A literatura também informa que
estas substidncias podem interagir diretamente com o
sistema imunologico, atuando como imunodepressor.
Entretanto, outros estudiosos sobre a influéncia dos
antibioticos no sistema imune ndo evidenciaram efeitos
imunodepressores para a gentamicina (Munster et al.,
1977; Shcherbakova et al., 1977; Seklecki et al., 1978;
Khan et al., 1979; Burgaleta et al., 1982; Kerk et al.,
1983; El-Hawary et al., 1984; Venezio et al., 1985;
Ibrahim et al., 1988; Artsimovich et al., 1991; Banerjee
et al., 1991; Aprikian et al., 1992; Van Bambeke et al.,
1993; Aoshiba et al., 1995; Sakaeva e Lazareva, 1998;
Asha et al., 1999; Sacha et al., 1999).

Assim, este trabalho objetivou pesquisar a
possibilidade de ocorréncia de lesdes no timo, pelo uso
deste farmaco, em animais de laboratorio, mediante a
morfometria das regides cortical e medular dos lobulos
timicos, pois se acredita, com base na literatura cléssica,
que a gentamicina, pela sua ligagéo aos fosfolipideos da
membrana plasmatica (Adams, 2003), possa altera-la nos
linfocitos T, resultando em disfungdes imunoldgicas.
Desta forma, supde-se que alteragdes morfométricas
destas regides timicas poderdo ocorrer em consequéncia
das lesdes morfologicas nos linfocitos T, populagdo
celular abundante e em diversos estdgios de maturagéo,
neste 0rgao.
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Material e Métodos

Para este estudo utilizou-se vinte coelhos adultos,
com peso médio de 2,5kg, higidos, daraca Nova Zelandia
Branco, divididos em quatro grupos de cinco animais,
da seguinte forma: machos controle, fémeas controle,
machos tratados e fémeas tratadas. Estes animais foram
mantidos em gaiolas metalicas individuais, dotadas de
comedouros fixos e bebedouros automaticos, com agua
e alimentagio ad libitum (ragdo para manutenc¢io), no
biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV, Campus de Jaboticabal, UNESP.

Para esta pesquisa, os animais foram tratados por sete
dias com 4,4mg/kg de gentamicina (Gentocin®) subcutanea.
No oitavo dia, os animais foram eutanasiados ¢ o bago de
cinco machos e de cinco fémeas tratados e de cinco machos
e de cinco fémeas controle, apds coletado, foi fixado em
solugdo de Bouin, por 24h, e processado, rotineiramente,
para a inclusdo em parafina. Apds a microtomia semi-
seriada, a espessura de Spum, com intervalos de 1000um,
os cortes histoldgicos foram corados pelas técnicas do
Tricromico de Masson (Tolosa et al., 2003) ¢ observados a
microscopia de luz para a analise morfométrica. Este estudo
foi realizado medindo-se 30 corpusculos esplénicos € 0s
seus centros germinativos da polpa branca de cada animal,
pela determinagdo em micrometros (um) de parametros tais
como: area (um?), perimetro (um), didmetro maximo (um),
didmetro minimo (um) e fator de forma. Estas medidas
foram efetuadas mediante o sistema analisador de imagens,
Image Pro-plus, acoplado a um microscépio binocular,
ambos da Olympus.

7

O fator de forma, cuja formula ¢ expressa

( pert’metro)2

matematicamente por , esta programado,

4.7z.drea)
como os demais parametros, na memoria do programa

Image Pro-plus. O menor valor deste fator ¢ igual a um,
significando que a forma do citoplasma e/ou do nucleo se
assemelha a forma de um circulo. Este fator é calculado,
indiretamente, a partir da area do circulo, que tem por
equacdo nm.R%, como também a partir do perimetro do
circulo, com a equagdo 2.1m.R. Pela substitui¢do da area
e do perimetro obtém-se:

Fator de forma:
(2zR) (4.7[2.R2) _ (4.7[2.R2)

42w B) k) k)
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Quando este fator for maior que a unidade, entende-
se que a forma do citoplasma e/ou do ntcleo nio ¢
circular.

O experimento foi realizado conforme um esquema
fatorial 2 X 2 (tratados e ndo tratados) X sexos, com
cinco repetigdes de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado.

As médias foram comparadas mediante o teste de
Tukey a 5% de probabilidade segundo Pimentel Gomes
(2000).

Resultados

Os resultados morfométricos das medidas efetuadas
nas regides cortical e medular dos 16bulos timicos estdo
apresentados nas Tabelas 1 e 2. Amaneira como se procedeu
a morfometria destas regides esta ilustrada na Figura 1.

A analise da Tabela 1 indica que: ndo houve
diferenga significativa (p>0,05), entre os animais dos
grupos controle e tratado com gentamicina assim como
entre tratamento e sexo dos animais; houve diferenga
significativa (p<0,05), entre machos e fémeas, apenas
para o didmetro minimo, com o maior valor médio para
as fémeas. A Tabela 2 indica que ndo houve diferenga
significativa (p>0,05) entre os animais do grupo controle e
do grupo tratado com gentamicina, entre machos e fémeas
assim como entre o tratamento e o0 sexo dos animais.

S 5

FIGURA 1: Fotomicrografia do timo de coelho da raca Nova
Zelandia Branco, indicando: 16bulos individualizados
por septo de tecido conjuntivo denso (seta branca)
regido cortical (RC) e regido medular (RM).
Tricrémico de Masson.
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TABELA 1: Valores de F, coeficiente de variagcdo (CV), médias e desvio padrdo (DP) obtidos nas analises de
variancia para os parametros mensurados na regido cortical dos l6bulos timicos individualizados do
timo de coelhos da raga Nova Zelandia Branco, tratados com gentamicina e do grupo controle.

Tratamento (T) fiven (i) Didmetro maximo  Didmetro minimo  Perimetro Fator de forma
(um) (um) (um)

Controle Média  843686,62 a 1494,29 a 846,86 a 4033,66 a 1,27 a
DP 184094,21 186,29 104,72 505,69 0,05

Tratado Média  783609,27 a 1382,32 a 81391 a 379136 a 1,28 a
DP 248632,80 208,88 131,27 578,02 0,05

Teste F 0,43 ns 1,63 ns 0,50 ns 1,04 ns 0,10 ns

Sexo (S)

F Média  903091,56 a 1494,15 a 888,34 a 4103,10 a 1,28 a
DP 175632,66 174,56 90,46 459,40 0,06

M Média  724204,33 a 1382,46 a 772,43 b 372193 a 1,28 a
DP 221560,69 218,86 114,68 575,05 0,04

Teste F 3,84 ns 1,62 ns 6,12 * 2,57 ns 0,06 ns

Interagdo TxS

Teste F 0,83 ns 0,73 ns 1,01 ns 0,23 ns 1,25 ns

CV 25,09 13,63 12,61 13,58 4,10

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. *:significativo a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas
colunas ndo diferem significantemente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 2: Valores de F, coeficiente de variagdo (CV), médias e desvio padrao (DP) obtidos nas analises de
variancia para os pardmetros mensurados na regido medular dos I6bulos timicos individualizados do
timo de coelhos da raga Nova Zelandia Branco, tratados com gentamicina e do grupo controle.

Tratamento (T) ) Didmetro maximo  Didmetro minimo  Perimetro Fator de forma
(pm) (pm) (pm)
Média  235866,47 a 706,59 a 378,16 a 1878,75 a 1,27 a
Controle
DP 7422429 135,80 47,99 342,86 0,11
Tratado Média  200283,25 a 623,01 a 373,15 a 1686,68 a 1,20 a
DP 70943,87 124,11 61,12 330,21 0,09
Teste F 1,09 ns 1,86 ns 0,04 ns 1,45 ns 2,08 ns
Sexo (S)
F Média  227795,14 a 678,84 a 383,32 a 1801,98 a 1,24 a
DP 72208,09 134,78 37,21 352,31 0,11
M Média  208354,57 a 650,76 a 367,99 a 1763,49 a 1,24 a
DP 76300,26 138,29 67,36 349,49 0,11
Teste F 0,33 ns 0,21 ns 0,38 ns 0,06 ns 0,01 ns
Interacdo TxS
Teste F 0,01 ns 0,00 ns 1,19 ns 0,00 ns 0,12 ns
CV 34,95 20,62 14,80 19,99 8,69

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade. *:significativo a 5% de probabilidade. Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas
colunas ndo diferem significantemente entre si pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade

Discussao

Estas evidéncias sobre os resultados indicaram que
este aminoglicosideo, administrado em coelhos da raga
Nova Zelandia Branco, na dose terapéutica e no periodo
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recomendado, ndo alterou o sistema imunologico destes

animais, considerando-se os aspectos morfométricos
pesquisados nas regides cortical, formada por linfocitos T

predominantemente pequenos e densamente acumulados,
células reticulares epiteliais e macrofagos e na medular,
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constituida também por linfocitos, porém, em menor
quantidade que a cortical e células reticulares epiteliais,
em concentragdo maior do que a cortical, dispostas em
arranjo concéntrico, formando os corpusculos de Hassal,
e macréfagos. Estes achados se respaldam em outras
pesquisas, também realizadas com o mesmo antibidtico,
por alguns pesquisadores, tais como: Munster et al. (1977)
comprovaram que a gentamicina estimulou levemente a
sintese de DNA em culturas de linfocitos; Shcherbakova
et al. (1977) evidenciaram que este aminoglicosideo
administrado em doses multiplas de 1 e 10mg/kg, durante
seis a 14 dias, ndo alterou a atividade fagocitica do sistema
reticuloendotelial, macréfagos, da cavidade abdominal
de camundongos. Porém, em doses de 20 ¢ 40mg/kg,
houve alguma inibi¢do da fagocitose pelos macréfagos
dessa cavidade; Ibrahim et al. (1988) verificaram, in vitro,
que a gentamicina nfo alterou as respostas mitogé€nicas
em linfocitos B e T do bagco de camundongos e nos
linfocitos do sangue periférico humano. /n vivo, este
aminoglicosideo também ndo afetou a transformacgédo
de células esplénicas de camundongos em resposta ao
mitégeno; Artsimovich et al. (1991) constataram que
a gentamicina suprimiu a resposta imune somente em
camundongos ndo imunodeprimidos. Baseados nisto,
concluiram que pode ser usada no tratamento de doengas,
mesmo em presenca de imunodeficiéncia; Aprikian
et al. (1992) observaram, em camundongos, que este
aminoglicosideo, em doses bactericidas, suprimiu a
atividade dos macrofagos ou ndo os alterou. Todavia, em
doses sub-bactericidas, aumentou a atividade fagocitica
destas células; Van Bambeke et al. (1993) evidenciaram
que a gentamicina a influenciou pouco ou nao influenciou
apermeabilidade da membrana de lipossomos e de células
cultivadas; Sakaeva e Lazareva (1998) verificaram que
este aminoglicosideo ndo alterou a atividade fagocitica de
macrdofagos e neutrdfilos em camundongos normais; Asha
et al. (1999), ao estudarem os efeitos da gentamicina no
baco e linfonodos de coelhos, ndo encontraram nenhum
sinal de lesdo celular ou citotoxicidade, nos cortes
histologicos destes orgdos; Sacha et al. (1999) notaram que
a gentamicina, em baixas concentrac¢des (0,4 a 5,0mg/L),
nao influenciou a fagocitose nem a destruigao intracelular
do material fagocitado por macréfagos peritoniais de
coelho e, em altas concentragdes (40mg/L ou mais), inibiu
significativamente a ativagdo dos macrofagos.
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Os relatos dos autores mencionados, ao estudarem
parcialmente o sistema imune, com referéncia a nao
alteragdo em macrofagos e linfocitos B e T confirmam
as observagoes adquiridas, neste estudo, com alusio
as regides cortical e medular, as quais se apresentaram
histologicamente normais, estruturas compostas por
linfocitos T, macrofagos e células reticulares epiteliais.
Pelo exposto, pode-se aventar a hipotese de que estas
regides ndo foram influenciadas pela dose de gentamicina
administrada, o que pareceu manter o potencial imune
do timo, considerando-se que os macréfagos presentes
tanto na cortical como na medular ndo foram alterados
e, por desempenharem, mediante a produgdo de
IL-1 e IL-6, fungdes imunes importantes tais como a
ativagdo de granulocitos, sensibilizacdo de linfocitos
T a sinais moleculares, diferenciacdo dos linfécitos B
e crescimento dos timocitos. Pode-se, ainda, sugerir
que a proliferagdo e a diferenciagdo dos linfocitos T
ndo tenham sofrido alteragio, lembrando que as células
reticulares epiteliais produzem timulina, timopoietina,
timosina a, ¢ B, ¢ fator timico humoral, os quais
atuando localmente, por secre¢do paracrina, estimulam
a proliferagdo e a diferenciacdo dos linfocitos T. Vale
ainda supor que a populagdo de linfocitos T também
ndo tenha sido influenciada pelo aminoglicosideo, ora
aqui estudado, salientando que estas células, por meio
da produgdo de 1L-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-
10, estimulam a proliferacdo de linfécitos T, B, NK, de
células hemocitopoéticas jovens, eosinofilos, timocitos e
mastdcitos, controlam o isotipo do linfécito B, mudando
para IgG e IgE, producdo de IgA e diferenciacdo dos
linfécitos B. Além disso, estas sugestdes se apdiam
nos achados de Asha et al. (1999), que ao estudarem os
efeitos da gentamicina no bago e linfonodos de coelhos,
também ndo encontraram nenhum sinal de lesdo celular
ou citotoxicidade, nos cortes histoldgicos destes drgaos
linfoides dos animais utilizados, lembrando que a zona
paracortical do linfonodo, a semelhanga do timo, contém
linfocitos T. Os resultados obtidos neste estudo, ainda,
refletiram as sugestdes de Exon et al. (1989) quanto ao
uso de dose adequada e tempo de administracdo nao
excessivo ao recomendado.

Pelos resultados obtidos, pode-se concluir que a
dose de gentamicina utilizada e o tempo de administragio
deste aminoglicosideo foram adequados e condizentes a
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recomendac@o terapéutica. Este antibiotico ndo alterou
a morfometria deste 6rgdo e ndo foi imunodepressor.
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