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RESUMO

Em dois experimentos distintos foi estudado o efeito da administragdo de tiroxina na
glandula mamaria de ratas Wistar durante a gestag¢do, lactagdo e apds o desmame.
Também foram estudados o comportamento materno ¢ o desenvolvimento dos filhotes
de ratas tratadas com tiroxina durante o periodo de amamenta¢do. Em cada experimento
foram utilizadas 36 ratas adultas distribuidas em dois grupos, tratado e controle. Apos
60 dias do inicio do tratamento com tiroxina na 4agua de beber, as ratas foram
acasaladas, sendo a cépula confirmada pela presenca de espermatozoides no esfregaco
vaginal. No primeiro experimento, seis animais/grupo foram sacrificados com sete, 14 e
19 dias de gestagdo. No segundo experimento, seis animais/grupo foram sacrificados no
2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia ap6s o desmame. Durante a gestacdo, o tratamento
com tiroxina acelerou significativamente o desenvolvimento da glandula mamaria, mas
sem alterar a taxa de proliferagdo e de apoptose das células epiteliais. Durante a
lactagdo, o tratamento com tiroxina nao alterou as caracteristicas histomorfométricas, o
indice de proliferacdo e a taxa de apoptose da glandula mamaria. Mas no quinto dia de
involugdo da glandula, o tratamento com tiroxina aumentou a taxa de apoptose. As maes
tratadas com tiroxina apresentaram comportamento alterado no que se refere aos
cuidados com a prole, principalmente quanto a higienizagdo e aquecimento dos filhotes.
Mas isso ndo impossibilitou que os seus filhotes desenvolvessem. O peso médio e a
idade de abertura dos olhos dos filhotes das maes tratadas com tiroxina, durante todo o
periodo de amamentacdo foram semelhantes aos dos filhotes de maes ndo tratadas.
Conclui-se que a administragdo de tiroxina acelera o desenvolvimento da glandula
mamaria durante a gestacdo por estimular a diferenciacdo do epitélio mamario e que nao
altera a glandula mamaria nem o desenvolvimento dos filhotes durante a lactacdo, mas
acelera o processo de involucao da glandula ap6s o desmame.

Palavras-Chaves: glandula mamaria, tiroxina, gestagdo, lactagdo, desmame, ratas
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ABSTRACT

In two different experiments it was studied the effect of the usage of thyroxine in the
mammary gland of rats Wistar during the pregnancy, lactation and after the removal of
the litter. It has also been studied the mother’s behavior and the development of the rats
nestling treated with thyroxine during the lactation period.In each experiment were used
36 rats in adult age divided in two groups, treated and control. After 60 days from the
beginning of the treatment with thyroxine in the drinking water, the rats were coupled,
and the intercourse was confirmed by the presence of spermatozoa in the vaginal
smear.In the first experiment, six animals/group were sacrified on the seventh, 14™ and
19™ day of pregnancy. In the second experiment, six animals/group were sacrified on
the second and 21% day of lactation and on the 5™ day after the removal of the litter.
During the pregnancy, the treatment with thyroxine accelerated the development of the
mammary gland significantly, although without alterating the proliferation and apoptosi
of the epitelial cells rates. During the lactation, the treatment with thyroxine has not
changed the histomorfometric characteristics, the proliferation index and the mammary
gland apoptosi rate. However on the fifth day of the gland’s involution, the treatment
with thyroxine increased the apoptosi rate. The mothers treated with thyroxine presented
behavior changed concerning the offspring’s care, especially about the cleaning and
heating of the nestling. Although it has not disabled the nestling to grow. The average
weight and the age of the eyes opening of the nestling from the mothers treated with
thyroxine, during all the breast-feeding period were similar to those of the nestling from
non treated mothers. We conclude that the usage of thyroxine accelerates the
development of the mammary gland during the pregnancy because it stimulates the
mammary epitelial differentiation and it does not change the mammary gland nor the
development of the nestling during the lactation, but it accelerates the involution
process of the gland after the wean.

Key words: mammary gland, thyroxine, pregnancy, lactation, wean, rats.
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1. INTRODUCAO

A proliferacio e a diferenciagdo do
epitélio mamario, durante a puberdade,
gestacao e lactagdo, estdo sob o controle
de varios hormonios, sendo os
principais, o estrogeno, a progesterona,
a prolactina (PRL), o hormonio do
crescimento (GH), a insulina, os
hormonios tireoidianos, oS
glicocorticdides, a ocitocina e uma
variedade de fatores de crescimento

semelhante a insulina (Thordarson et
al., 1992; Varas et al., 2002).

Nas fémeas puberes ndo gestantes, a
populacdo de células epiteliais ¢
minoria na glindula mamaria, sendo
esta constituida predominantemente por
tecido adiposo. A gestacdo induz o
desenvolvimento epitelial associado a
reducdo do tecido adiposo. Durante a
lactacdo, a maior parte da glandula
mamaria ¢ representada pelos 4cinos
secretérios, havendo hipertrofia das
células epiteliais e distensdo dos
alvéolos pelo acumulo de secrecao
latea. Ap6s o desmame, a glandula
mamaria involui, o epitélio secretdrio
sofre apoptose e o tecido adiposo
reassume como o principal constituinte
da glandula (Varas et al., 2002).

Os hormonios tireoidianos além de
participarem do desenvolvimento da
glandula mamadria, aumentam a sintese e
a secre¢do de algumas proteinas do
leite, como a alfa-lactoalbumina
(Ramos et al., 2000). Além disso, para
que 0s principais hormdnios
galactopoéticos, tais como o GH ¢ a
PRL, atuem nesta glandula, ¢ essencial
a  participagdo  dos  hormoénios
tireoidianos. Por isso, o GH ¢ a PRL
aumentam a atividade da 5’desiodinase
na glandula mamadria, enzima que
converte a tiroxina (T4) em
tritodotironina (T3), forma
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metabolicamente ativa do hormonio
tireoidiano (Griffith e Turner, 1961;
Kumaresan e Turner, 1965; Capuco et
al., 1999).

Duas em cada 1000 mulheres
apresentam algum grau de
hipertireoidismo (Varas et al., 2002).
Nos gatos, essa ¢ a endocrinopatia mais
comum (Watson et al., 2005),
acometendo cerca de 2,1% da
populagdo felina. Os efeitos do
hipertireoidismo  sdo  amplamente
conhecidos em varios sistemas (Trivalle
et al.,, 1996), mas a literatura ainda ¢
controversa € incompleta quanto ao
efeito da tiroxina na glandula mamaria,
na  habilidade materna e no
desenvolvimento dos filhotes de maes
tratadas com tiroxina. Além do mais,
estudar o mecanismo de acdo dos
hormonios tireoidinos nos diversos
estados funcionais da glandula mamaria
¢ relevante, visto a importancia que se
tem dado, atualmente, para a
participagdo dos hormdnios tireoidianos
no desenvolvimento de determinados
tumores, particularmente para o cancer
de mama.

O hipertireoidismo acelera 0
desenvolvimento da glandula mamaria e
a lactogénese (Rosato et al.,, 1992;
Rosato et al, 2002) e promove
involugdo mamaria precoce (Varas et
al., 2002). Na glandula mamaéria, ha
maior expressdo dos receptores para os
fatores de crescimento e suas proteinas
no estado hipertiredideo (Rosato et al.,
2002). Eles ativam a mitose, mediando
a mamogénese, ¢ inibindo a involugdo
mamaria, pela protecdo das células
epiteliais  contra  apoptose.  No
hipertireoidismo, o fator de crescimento
semelhante a insulina I (IGF-I)
encontra-se diminuido e os niveis de
IGFBP-5, proteina ligadora do fator de
crescimento semelhante a insulina, que



estimula a involugdo da glandula
mamaria, encontram-se elevados
durante a lactacdo, sendo estas
alteracdes responsaveis pela involucao
mamaria precoce (Rosato et al., 2002;
Varas et al., 2002). No entanto, postula-
se que apesar da taxa de apoptose na
glandula mamadria ser mais elevada no
hipertireoidismo, a taxa de proliferacao
também seria. Assim, a fim de verificar
se ha realmente precocidade na
involugdo da glandula mamaria, o
melhor seria o estudo concomitante ndo
somente da taxa de apoptose quanto
também da taxa de prolifera¢do celular,
um dos principais objetivos deste
estudo.

O efeito do hipertireoidismo na
habilidade materna tem sido divergente.
Hé estudos que demonstram que maes
hipertiredideas apresentam inadequada
habilidade materna (Rosato et al.,
1992), enquanto outros demonstram o
contrario (Varas et al., 2002). Um fato
que pode ter contribuido para tal
divergéncia ¢é a dose de tiroxina
utilizada. No experimento de Rosato et
al. (1992) a dose foi dez vezes maior
que a dose de tiroxina utilizada por
Varas et al. (2002), e suficiente para
provocar a morte dos filhotes. Além do
mais, a heterogeneidade nos critérios
adotados para caracterizar a habilidade
materna também contribui para a
diversidade de resultados. Um dos
objetivos deste experimento ¢ avaliar a
habilidade materna e o desenvolvimento
dos filhotes, ndo somente pelo
comportamento materno e fetal, mas
também pelo peso do filhote,
considerando-se o sexo, a semelhanca
do que ¢ realizado nos ensaios que
estudam habilidade materna em animais
de produgio.

2. OBJETIVOS

Estudar as alteracoes
histomorfométricas e verificar a taxa de
proliferacdo e apoptose da glandula
mamaria de ratas tratadas com tiroxina
durante a gesta¢do, a lactagdo e no
quinto dia de involugado.

Quantificar o nimero de mastocitos na
glandula mamaria de ratas tratadas com
tiroxina durante a gestacdo, a lactacdo e
no quinto dia de involucdo e
correlacionar com a porcentagem de
tecido epitelial e de estroma.

Verificar a habilidade materna € o
desenvolvimento dos filhotes, durante o
periodo de amamentacdo, de ratas
tratadas com tiroxina.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Morfofisiologia da glandula
mamaria

A sobrevivéncia dos filhotes de
mamiferos depende da capacidade da
mae de sintetizar e secretar o leite. O
aleitamento adequado fornece ndo
apenas nutrientes para o crescimento € o
desenvolvimento dos recém-nascidos,
mas também, em algumas espécies,
incluindo as  ratas, substancias
importantes na defesa dos animais,
como os anticorpos (Kuenzi e
Sherwood, 1992, Delouis e Richard,
1993).

A glandula mamaéria apresenta-se como
um par isolado ou em duas linhas
sagitais simétricas, em nimero variavel
(Delouis e Richard, 1993). Nas ratas, a
glandula ~ mamaria  situa-se  no
subcutaneo da regido cervical até a
inguinal, como seis pares ventro-
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laterais, cada uma com sua propria
papila mamaria. As glandulas cervicais,
toracicas, abdominais e inguinais
variam em seu desenvolvimento, sendo
as inguinais, mais diferenciadas nas
ratas nuliparas (Masso-Welch et al.,
2000).

O tecido mamario apresenta multiplos
tipos celulares, e ¢ dividido em dois
compartimentos, o  epitelial ou
parénquima e o estroma (Masso-Welch
et al., 2000). O epitélio mamario deriva-
se, embriologicamente, do ectoderma,
enquanto que o estroma deriva-se do
mesoderma (Delouis e Richard, 1993,
Walter et al., 1994).

O estroma ¢ composto pelo tecido
conjuntivo, constituido por vasos
sangiliineos e linfaticos, nervos, fibras
de musculo liso, linfonodos, tecido
adiposo (Delouis e Richard, 1993,
Masso-Welch et al.,, 2000, Gouon-
Evans et al., 2002) e pela migracdo de
leucocitos, como macrofagos,
eosinofilos, linfocitos, neutrofilos e
mastocitos (Gouon-Evans et al., 2002).

O parénquima mamario ¢ composto por
estruturas epiteliais, distintas do ponto
de vista morfofuncional, representado
pelo epitélio dos ductos, dos ductulos e
dos alvéolos e pela camada mioepitelial
que os circunda. As células do epitélio
dos ductos e duactulos possuem forma
cuboidal ou colunar, enquanto que nos
alvéolos o epitélio ¢ piramidal ou
achatado. O epitélio alveolar ¢
responsavel pela sintese e secre¢do de
leite durante a lactacdo (Walter et al.,
1994, Masso-Welch et al., 2000).

O  epitélio mamario  apresenta
ramificacdes que  terminam  nos
alvéolos. O conjunto de alvéolos forma
os loébulos, e o conjunto destes ¢
organizado em lobos. Os alvéolos
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drenam para os ductulos, que se unem
entre si formando ductos maiores. Em
ratas e camundongos fémeas, todos os
ductos unem-se em um Unico ducto
coletor primario que se conecta com a
papila mamaria (Delouis e Richard,
1993, Walter et al., 1994, Masso-Welch
et al., 2000).

Os alvéolos sdo compostos por uma
unica camada de células epiteliais, que
circundam o lumen. As células
mioepiteliais contrateis envolvem a
camada de células epiteliais. Os
ductulos sdo constituidos de duas
camadas de células epiteliais e
mioepiteliais. Uma malha de estroma,
conectada aos musculos da pele, confere
uma forma achatada a glandula
mamaria dos roedores e logomorfes, e
uma forma esférica, a dos primatas e
ruminantes (Delouis e Richard, 1993).

Nos marsupiais, os ductos projetam-se
para o exterior do corpo sem nenhuma
estrutura especifica. Nos primatas,
roedores e logomorfes os ductos
projetam-se em papilas mamarias,
enquanto que nos ruminantes, os ductos
projetam-se para uma cisterna que se
comunica com 0 meio externo por uma
teta (Delouis e Richard, 1993).

As papilas mamarias sdo estruturas
essenciais, pois, permitem a succ¢ao ¢ a
passagem do leite do sistema ductal da
glandula mamaria para o filhote, além
de apresentarem terminagdes nervosas
da via aferente do arco reflexo
neuroenddcrino  que  estimulam a
secre¢ao de prolactina, durante o ato da
succao (Kuenzi e Sherwood, 1992).

O epitélio mamario proximo a papila
mamaria ¢ envolto por uma camada
espessa de estroma, enquanto que o
epité¢lio distal ¢ envolto por uma
camada delgada (Masso-Welch et al.,



2000). O epitélio da papila mamaria ¢
continuo com o epitélio pavimentoso
queratinizado da epiderme. A transi¢ao
deste epitélio para duas camadas de
epitélio cuboidal, presente nos ductos,
ocorre no ducto lactifero no interior da
papila mamadaria. O ducto lactifero
transporta o leite do seio lactifero para a
papila mamaria. O Odstio externo das
papilas mamarias ¢ selado por um plug
de células epiteliais ou de queratina.
Glandulas sebaceas e sudoriparas estdo
presentes  adjacentes as  papilas
mamarias (Masso-Welch et al., 2000).

O seio lactifero que ¢ o local de
armazenamento do leite, durante a
lactacao, apresenta 0 limen
particularmente irregular, circundado
por duas camadas de epitélio cubico e
uma camada espessa de estroma. O
ducto principal apresenta uma camada
bem regular de epitélio clbico ou
colunar  circundado  por  células
mioepiteliais. A circunferéncia do ducto
principal apresenta maior regularidade
do que a do seio lactifero, mas ambos os
ductos sdo igualmente circundados por
uma espessa camada de estroma
(Masso-Welch et al., 2000).

Uma cépsula altamente vascularizada de
tecido conjuntivo fibrilar delimita a
glandula mamaria. Esta capsula atua
como uma “zona inibitdria”. As células
epiteliais mamarias podem invadir esta
regido, mas nao a atravessam durante o
desenvolvimento normal da glandula,
apesar de ser possivel a presenca de
tecido mamadrio adjacente (Masso-
Welch et al., 2000). Septos de tecido
conjuntivo, que se desenvolveram antes
do epitélio, dividem a glandula mamaria
em lobos, que provavelmente também
inibem a invasdo ductal (Walter et al.,
1994, Masso-Welch et al., 2000).

As células mioepiteliais circundam o
epitélio dos ductos, ductulos e alvéolos.
A forma, a espessura ¢ a continuidade
dessas células variam entre as estruturas
epiteliais da glandula mamaria e durante
o desenvolvimento (Masso-Welch et al.,
2000). As células  mioepiteliais
adquirem miofilamentos, durante a
gestacdo, para exercerem sua funcao
contratil, durante a lactagdo (Joshi et al.,
1986). As células  mioepiteliais
localizam-se entre o epitélio luminal e a
membrana basal. As c€lulas
mioepiteliais que circundam  os
alvéolos, durante a gestagdo ¢ a
lactacdo, formam uma  camada
descontinua de células, com formato
stellate, e contraem os alvéolos no
momento da amamentagdo. No inicio da
involucdo  mamaria, as  células
mioepiteliais formam uma camada
continua ¢ densa envolvendo o alvéolo.
Indiferentemente da sua forma, as
células mioepiteliais, que separam o
compartimento epitelial do estroma,
sintetizam e secretam a membrana basal
(Masso-Welch et al., 2000).

A interacdo entre o compartimento
epitelial e o mesenquimal ¢ importante
para o desenvolvimento pds-natal da
“arvore” ductal mamaria e para sua
diferenciagdo, durante a gestacgdo.
Algumas das células do compartimento
mesenquimal, como os adipocitos € os
fibroblastos, sdo capazes de produzir
fatores de crescimento que atuam,
sinergicamente, com o0s hormonios
mamogénicos, promovendo 0
desenvolvimento ¢ a diferenciacdo das
células epiteliais (Delouis e Richard.,
1993, Gouon-Evans et al., 2002).

A matriz extracelular da glandula
mamaria, particularmente a membrana
basal, apresenta fun¢do importante no
tecido. Contribui para a proliferagio,
sobrevivéncia e diferenciacdo das
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células do epitélio mamario (Flint e
Gardner, 1994, Furlong et al., 1996,
Marshman e Streuli, 2002). As células
epiteliais do tecido mamadrio mantidas
em cultura, sofrem apoptose, como
ocorre na involugcdo da glandula. No
entanto, quando as células epiteliais sdo
revestidas por uma matriz extracelular
rica em laminina ocorre a supressao da
apoptose, na presenca dos hormonios
lactogénicos (Furlong et al., 1996).

Os vasos sangiiineos estdo presentes em
toda a glandula mamaria e variam em
tamanho, forma e quantidade, durante o
desenvolvimento da glandula. Os vasos
linfaticos variam de grandes vasos a
capilares, sdo abundantes no tecido
conjuntivo, sendo encontrados em
maior quantidade durante a involugdo
(Masso-Welch et al., 2000).

Os macréfagos desempenham suas
fun¢des no crescimento ¢ diferenciagao
ductal. Possivelmente, atuando através
do suprimento de fatores troficos para
as cé€lulas epiteliais e para a
angiogénese, mas também por suas
atividades fagociticas. Os macrofagos e
os eosinbfilos distribuem-se, muitas
vezes, ao redor dos botdes terminais.
Tanto os macréfagos, quanto os
eosinofilos, sdo encontrados durante a
gestacdo e a lactagdo ao redor dos
alvéolos, entretanto, os macrofagos sao
mais numerosos. Mesmo em individuos
saudaveis de varias espécies, 0s
macrdéfagos constituem o principal
componente celular do leite (Gouon-
Evans et al., 2002).

Os macrofagos ndo sdo observados no
tecido conjuntivo da glandula mamaria,
durante a gestagdo e na primeira metade
da lactacdo. Estes sdo encontrados, em
grande quantidade, no tecido conjuntivo
da glandula, no final da lactacdo, pois
participam da involugdo do epitélio. Os
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eosinofilos sdo  encontrados, em
quantidade moderada, durante todo o
periodo  gestacional, no  tecido
conjuntivo da glandula mamaria,
atuando como neutralizadores de
diferentes proteinas (Peryt et al., 1985).

Os linfocitos T ou B, assim como os
neutrdfilos ndo sdo encontrados entre as
estruturas  epiteliais da  glandula
mamaria em desenvolvimento, durante
a puberdade. No entanto, durante a
lactacdo, os linfocitos sdo importantes
componentes celulares, sendo
importantes como fonte dos anticorpos
maternos (Gouon-Evans et al., 2002).

Os mastocitos sdo encontrados, em
maior quantidade, durante a primeira
metade da gestacdo. Uma redugdo
gradual dessas células ¢ observada
durante a segunda metade da gestacao,
com posterior aumento nas primeiras 48
horas de lactagdo, e seguido de nova
redugdo (Peryt et al., 1985, Gouon-
Evans et al., 2002). Os mastocitos
participam da secre¢do de compostos
biologicamente  ativos, como a
histamina, que regula a microcirculagao
e causa aumento da permeabilidade dos
vasos sangiiineos e da secregdo
glandular (Peryt et al., 1985). Acredita-
se que a histamina enddgena além de
participar do desenvolvimento e da
diferenciagdo da glandula mamaria
normal de ratas participa como
mediadora  do  crescimento  de
carcinomas mamarios experimentais,
atuando, especificamente, sobre
receptores de membrana para H2
(Bowrey et al., 2000).

3.1.1 Desenvolvimento da Glandula
mamaria

O crescimento da glandula mamaria
ocorre durante a vida fetal e pos-natal



sendo mais evidente, durante a
puberdade, gestagdo e lactacdo. A
proliferacio e a diferenciagdo das
células epiteliais da glandula mamaria
estdo sob o controle de diversos
hormdnios e fatores de crescimento. Ha
variagdes significativas no requerimento
dessas substancias para 0
desenvolvimento da glandula mamaria
nas diferentes espécies. Além do mais,
o crescimento e o desenvolvimento do
tecido mamario ocorrem em estagios
definidos pelo desenvolvimento sexual
e pelo estado reprodutivo da fémea
(Walter et al., 1994).

3.1.1.1 Pré-puberdade

A glandula mamaria ¢ um dos poucos
orgaos dos mamiferos, que completa o
seu desenvolvimento  morfologico
durante a vida pos-natal (Ball, 1998).
Ao nascimento, a glandula mamaria das
roedoras consiste de 15 a 20 ductos
ramificados, conectados a papila
mamaria, por um unico ducto (French et
al., 1996). No periodo pos-natal, ocorre
proliferacao celular ativa,
remodelamento da matriz extracelular e
invasdo celular no tecido adiposo
mamario (Knight e Peaker, 1982,
Masso-Welch et al., 2000). Antes da
puberdade, o crescimento da glandula
mamaria ocorre na mesma velocidade
que qualquer outro tecido do animal
(Delouis e Richard, 1993, Masso-Welch
et al., 2000). Apdés duas semanas de
idade, observa-se a presenca de botdes
terminais na glandula mamaria das
ratas, que atingem o numero Maximo
com 21 a 28 dias de idade. Os botdes
terminais sdo aglomerados de células
epiteliais, so6lidos ou semi-solidos,
localizados no final dos ductos. Sao
locais importantes de proliferacdo das
células epiteliais, durante a puberdade,
resultando no alongamento e

ramificacdo dos ductos. Normalmente,
os botdes terminais estdo presentes
somente em ratas nuliparas (Masso-
Welch et al., 2000). A habilidade dos
botdes terminais em determinarem a
morfogénese dos ductos estd associada
com a caracteristica de suas células.
Estas sdo indiferenciadas e consideradas
pluripotenciais, podendo resultar em
células epiteliais ndo luminais, luminais
ou mioepiteliais (Ball, 1998).

3.1.1.2 Puberdade

Quando o ciclo estral inicia na rata, por
volta de 35 a 42 dias de idade, padrdes
ciclicos de mitose, migracdo celular e
remodelamento da matriz extracelular
comecam a ocorrer na glandula
mamaria (Masso-Welch et al., 2000). O
sistema ductal imaturo torna-se maduro,
pelo alongamento, ramificacdio e
prolongamento dos botdes terminais,
sob influéncia dos hormonios ovarianos
(Ruan et al., 1992, French et al., 1996,
Masso-Welch et al.,, 2000). Sao
observados receptores estrogénicos nas
células dos compartimentos epitelial e
mesenquimal (Cunha et al., 2004).

Nos botdes terminais, apoptose € mitose
ocorrem concomitantemente. A
apoptose resulta na cavitacdo que forma
o ductulo terminal, uma estrutura com
limen, epitélio Iluminal e células
mioepiteliais. Os ductulos terminais sdo
agrupados em “ilhas” de tecido
conjuntivo que passam a se chamar
botdes alveolares. Estes sofrem
diferenciag@o para formarem os l6bulos,
que vao se acumulando,
progressivamente, com os multiplos
ciclos estrais, o actimulo de Ildbulos
torna-se maior durante a gestacao. Apds
os 55 dias de idade, o numero de
lobulos permanece estdvel nas ratas.
Entretanto, durante o ciclo estral
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ocorrem alteragdes no tamanho e na
atividade secretoria das células dentro
de cada l6bulo (Masso-Welch et al.,
2000).

Tanto nas ratas puberes virgens como
nas multiparas ndo gestantes, a
populagdo de células epiteliais ¢
minoria na glandula mamadria, sendo
esta constituida, predominantemente,
por tecido adiposo (Varas et al., 2002).
Observa-se que 74,4% do
compartimento epitelial sdo constituidos
por células epiteliais e 24,8%, por
células mioepiteliais. Nas ratas puberes
virgens a glandula consiste,
predominantemente, de ductos, grupos
de botdes alveolares e botdes terminais.
Enquanto nas ratas multiparas nao
gestantes, a glandula ¢ composta de
ductos e alvéolos, organizados em
16bulos (Joshi et al., 1986).

3.1.1.3 Gestacéao

O metabolismo das fémeas, durante a
gestacdo, estd direcionado para o
suprimento nutricional dos fetos e da
glandula mamaria. Observa-se actimulo
de lipideos na mae, durante a primeira
metade da gestacdo, e a utilizagdo
destes lipides na segunda metade
(Rosato et al., 1992).

Estima-se que cerca de 60% do
crescimento total da glandula mamaria
das ratas ocorre durante a gestacdo
(Knight e Peaker, 1982). Os animais
que apresentam um periodo de gestacao
longo, como os ruminantes, os primatas
e os suinos o desenvolvimento da
glandula mamaria esta quase que
totalmente completo no momento do
parto (Delouis e Richard, 1993).
Enquanto os animais que apresentam
um periodo de gesta¢do curto, como as
ratas e os camundongos fémeas, o
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desenvolvimento da glandula ocorre
também durante a lactagdo (Knight e
Peaker, 1982, Delouis e Richard, 1993).
Observa-se um rapido e continuo
aumento do epitélio associado a reducao
do tecido adiposo, durante os 21 dias de
gestacdo (Masso-Welch et al., 2000,
Varas et al, 2002). Ocorre o
alongamento e ramificacdo dos ductos
em resposta aos elevados niveis de
progesterona e estrogeno (Delouis e
Richard, 1993, French et al., 1996).

Os botdes terminais, se ainda presentes,
dividem-se rapidamente para formar os
botdes alveolares e os alvéolos (Masso-
Welch et al., 2000). No quinto dia de
gestacdo, ndo sdo mais observados
botdes terminais (Joshi et al., 1986). Os
alvéolos aumentam em tamanho e
namero, até que, a glandula mamaria
seja quase que completamente
constituida de epitélio (Masso-Welch et
al., 2000). A estrutura ductal representa
aproximadamente 10% das células da
glandula mamaria, no inicio da
gestagdo, passando a representar em
torno de 90% das células da glandula,
no final da gestacao (Delouis e Richard,
1993).

As células mioepiteliais dividem-se
ativamente no inicio da gesta¢do, sendo
que, no quinto dia da gestagdo, passam
a constituir 18% das células do
compartimento  epitelial. Com o
progresso da gestacdo, a velocidade de
divisdo das células mioepiteliais declina
para niveis insignificantes, ndo sendo
mais observado células mioepiteliais em
divisdo no décimo dia de gestacdo. Os
componentes do estroma, incluindo os
vasos também se dividem durante toda
a gestagdo, sendo esta divisdo mais
ativa até o décimo dia (Joshi et al,
1986).



Durante a segunda metade da gestagao,
a  morfogénese alveolar  sofre
diferenciagdes estruturais e funcionais,
como preparacdo para a producdo dos
constituintes do leite (French et al.,
1996). As células epiteliais das ratas
multiparas modificam-se mais
rapidamente do que as das ratas que
estdo apresentando a primeira gestacao
(Joshi et al., 1986). O epitélio alveolar
se hipertrofia, devido ao acumulo
intracelular de lipideos e ao aumento no
nimero de reticulo endoplasmatico,
aparelho de Golgi, vesiculas secretdrias
e ribossomos (Joshi et al., 1986, Delouis
e Richard, 1993, Masso-Welch et al.,
2000). No décimo nono dia de gestacao,
o epitélio alveolar praticamente atinge
seu desenvolvimento maximo. As
células alveolares apresentam-se
repletas de lipideos e os lumens
alveolares repletos de leite (Masso-
Welch et al., 2000).

A hipertrofia das células alveolares
torna a camada de células mioepiteliais
mais descontinua, aumentando o
contato entre a base do epitélio luminal
alveolar ¢ a membrana basal, que se
justapde as células mioepiteliais. As
células epiteliais ductais ndo apresentam
contato direto com a membrana basal.
Tem-se demonstrado que o contato
direto das células epiteliais luminais
mamarias com a membrana basal
resulta na diferenciacdo secretoria das
células (Masso-Welch et al., 2000).

As papilas mamarias crescem e se
desenvolvem durante a segunda metade
da gestacdao. Ocorre ingurgitamento dos
vasos sangliineos e modificacdes nos
componentes da matriz extracelular do
estroma. As fibras de colageno tornam-
se menos densas e observa-se um
aumento na quantidade de substancia
amorfa e uma diminui¢do do
comprimento das fibras de elastina.

Estas alteragdes ocorrem para facilitar a
succdo pelos filhotes (Kuenzi e
Sherwood, 1992).

O  desenvolvimento da  glandula
mamaria, durante a gestacdo, ¢
parcialmente correlacionado com o
numero de fetos. As ratas necessitam
estar gestando, no minimo trés fetos,
para obterem um desenvolvimento
maximo da glandula (Knight e Peaker,
1982, Thordarson et al., 1989).

3.1.1.4 Lactacéo

A glandula mamaria em lactacdo ¢ um
dos tecidos metabolicamente mais
ativos (Masso-Welch et al., 2000). A
morfologia desta, no inicio da lactagdo,
difere marcadamente da observada aos
19 dias de gestacdo nas ratas. Durante a
lactacdo, os lumens estdo repletos de
secrecOes basofilicas e micelas de
caseina em associacdo com globulos de
gordura. Os alvéolos sdo heterogéneos
quanto a distensdo luminal e a espessura
do epitélio luminal. Esta
heterogeneidade ocorre dentro dos
lobulos ¢ entre os lobulos (Masso-
Welch et al., 2000, Varas et al., 2002) e
ndo indica diferenciagdo incompleta. A
morfologia da glandula permanece
similar durante todo o periodo de
lactacdo que compreende cerca de 21
dias pos-parto (Masso-Welch et al,
2000).

As células do epitélio alveolar
apresentam uma aparéncia
espongiforme, devido a presenca de
lipideos no citoplasma e vesiculas
secretoras que contem lactose (Masso-
Welch et al., 2000, Varas et al., 2002).
O aumento do tamanho alveolar torna a
camada de células mioepiteliais mais
descontinua do que durante a gestacao
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(Joshi et al., 1986, Masso-Welch et al.,
2000, Varas et al., 2002).

As células alveolares sintetizam o leite a
partir dos nutrientes presentes no
sangue. A secre¢do do leite para o
limen alveolar ocorre através da
superficie apical da célula (Delois e
Richard, 1993). A contracdo das células
mioepiteliais, em resposta a ocitocina,
resulta no esvaziamento do limen
alveolar para o ductulo (Masso-Welch
et al., 2000).

O leite contém agua, proteina, agticares,
principalmente a lactose, lipideos, sais
minerais e vitaminas. Pode conter
também fatores de crescimento e
hormonios (Delois e Richard, 1993). A
concentragdo de gordura do leite pode
variar conforme a dieta da mae, ja a
concentragdo de lactose e de proteina
nao (Flint e Gardner, 1994). O contetido
de proteina do leite ¢ estavel durante
toda a lactacdo. No entanto, o leite
apresenta uma concentragdo maior de
lactose e menor de gordura, no inicio da
lactacdo, e a concentracdo destes
constituintes vai invertendo a medida
que a lactacdo progride (Delois e
Richard, 1993).

A dagua ¢ o principal componente do
leite, na maior parte das espécies. O seu
conteudo ¢ regulado de acordo com a
quantidade de lactose, visto que, esta ¢
o principal constituinte osmotico do
leite. A lactose ¢ a responsavel pela
passagem da agua para o interior das
vesiculas de Golgi, que também contém
micelas de caseina, principal proteina
do leite (Delois e Richard, 1993, Flint e
Gardner, 1994).

A maior parte dos lipideos do leite ¢
sintetizada na glandula mamaria, pela
lipogénese a partir de glicose e acidos
graxos (Delois e Richard, 1993, Prado
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et al, 1994). A lipase lipoprotéica ¢ a
enzima responsdvel pelo ingresso de
acidos graxos na glandula mamaria
lactante, a partir de quilomicrons ou de
lipoproteinas de baixa densidade. A
concentragdo de lipase lipoprotéica
aumenta na glandula mamaria e diminui
no tecido adiposo de outros tecidos,
momentos antes do parto e durante toda
a lactagdo. Este padrao de concentracao
resulta em um direcionamento do
triacilglicerol plasmatico para o tecido
mamario (Prado et al, 1994). Uma
pequena parte dos lipideos do leite ¢
originada da corrente sangiiinea (Delois
e Richard, 1993, Prado et al., 1994).

Os globulos de gordura sdo secretados
para o lumen alveolar envoltos pela
membrana plasmatica (Joshi et al,
1986, Masso-Welch et al., 2000). Esses
podem ser secretados juntamente com
uma pequena quantidade do citoplasma
e de vesiculas secretoras derivadas do
complexo de Golgi, que contem lactose
e proteinas do leite (Masso-Welch et al.,
2000).

3.1.1.5 Involucéo

A involucdo da glandula mamaria que
caracteriza-se pela perda do epitélio
alveolar secretor apos o desmame, tem
sido atribuida a varios fatores, tais
como: reducdo dos niveis de prolactina
circulante apdés a cessacdo da
amamentacdo (Furlong et al, 1996,
Masso-Welch et al., 2000), isquemia
como resultado do ingurgitamento pelo
leite e compressao dos vasos, fatores do
leite que promovem a morte celular,
distensdo fisica do epitélio luminal e
aumento da atividade das enzimas
liberadas pela  membrana  basal
degradada (Masso-Welch et al., 2000).



A atividade da glandula mamaria e a
sobrevivéncia de suas células dependem
dos corticosterdides e da progesterona,
mas principalmente, da prolactina e do
GH, que atuam em parte, inibindo a
apoptose (Accorsi et al., 2002, Varas et
al., 2002). O IGF-1 ¢ também um fator
de crescimento importante para a
sobrevivéncia das células epiteliais.
Enquanto que a IGFBP-5 atua no
processo de involugdo da glandula
mamaria, visto que, esta proteina liga-se
ao IGF-I diminuindo a sua concentragao
no tecido (Varas et al., 2002).

O processo de involugdo da glandula
mamaria  apresenta  duas  fases,
inicialmente observa-se a apoptose dos
elementos epiteliais da glandula (French
et al., 1996, Furlong et al., 1996,
Accorsi et al., 2002), resultando numa
reducdo de 80% das células do epitélio
lobulo-alveolar (Furlong et al., 1996,
French et al., 1996). A perda celular
ocorre exclusivamente por apoptose
(Masso-Welch et al., 2000), visto que,
as células apresentam alteragdes
bioquimicas e morfoldgicas
caracteristicas, que incluem,
fragmentacdo do DNA, condensacdo da
cromatina e¢ perda da parede celular
(Furlong et al., 1996). A perda do
contato das células e da integridade da
matriz extracelular, juntamente com a
degradagdo da  membrana  basal
contribuem, significativamente, como
gatilho 1inicial para a apoptose das
células epiteliais (Furlong et al., 1996,
Varas et al, 2002).

Numa segunda fase, quando a
integridade alveolar ja esta
comprometida, ocorre ativagdo do
plasminogénio em plasmina, que resulta
na degradacdo da matriz extracelular
(Allan et al.,, 2002). A caseina-ag;
dimérica, proteina do leite que se
acumula nos alvéolos, liga-se ao

plasminogénio e a substancia ativadora
do plasminogénio, aumentando a
ativacdo do  plasminogénio em
plasmina. Enquanto que a proteina
IGFBP-5 liga-se a substancia inibidora
da ativacdo do plasminogénio, presente
na matriz extracelular, inibindo a agao
da mesma (Tonner et al., 2000). Inicia-
se a fase do remodelamento glandular,
que estd associada ao aumento da
degradagdo proteolitica da matriz
extracelular, incluindo a membrana
basal, devido ao aumento na atividade
de proteases extracelulares (Furlong et
al., 1996, Accorsi et al., 2002, Varas et
al., 2002).

Histologicamente, no segundo dia de
involucdo, a glandula mamadria ainda
esta repleta de epitélio secretor. Grande
parte dos ductos estd preenchida com
células, fragmentos de  células
apoptdticas, lipideos e substancia
basofilica. Os alvéolos também estdo
distendidos e repletos com lipideos,
substincia  basofilica, e  menos
freqiientemente, por fragmentos
celulares. S@o observados lobulos
alveolares com epitélio luminal intacto
e outros com epitélio luminal
degradado. A involucdo epitelial, tanto
alveolar quanto dos ductulos ¢, até certo
ponto, mais avancada distalmente a
papila mamaria (Masso-Welch et al.,
2000).

No quarto dia de involugdo, um
aumento no numero de adipdcitos
coincide com a redu¢do do tamanho dos
l6bulos alveolares (Masso-Welch et al.,
2000). Neste momento ha também
infiltracao leucocitaria (Masso-Welch et
al., 2000, Gouon-Evans et al., 2002).

Segundo Masso-Welch et al. (2000), a
lactacdo pode ser reiniciada nas ratas
apds quatro a cinco dias de desmame,
mostrando  que  essas  primeiras
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alteragdes sdao reversiveis. Ja segundo
Varas et al. (2002), a lactacdo s podera
ser reiniciada dentro de 36 a 48 horas
apdés o desmame, passando a ser
irreversivel a retomada da lactagdo a
partir do terceiro dia de desmame.

No sétimo dia de involugao, os alvéolos
estdo ainda menores e com uma
aparéncia desorganizada, devido ao
influxo de fibroblastos e mastocitos. A
quantidade de estroma que circunda
cada alvéolo aumenta rapidamente de
volume. Neste momento, sexto a sétimo
dia de involug¢do, o epitélio luminal dos
alvéolos degenerados esta circundado
por uma camada espessa e continua de
c¢lulas mioepiteliais. Estas atuam como
uma barreira fisica entre o epitélio
luminal alveolar e a membrana basal. A
involugdo da glandula mamaria das
ratas ¢ descrita como completa do
décimo terceiro ao décimo quarto dia de
desmame, em 66,79% dos animais, ou
no vigésimo primeiro dia, em 98% dos
animais (Masso-Welch et al., 2000).

3.2 Horménios que afetam a
atividade da glandula mamaria

0] controle hormonal do
desenvolvimento e da atividade da
glandula mamaria ¢ complexo. Os
principais hormoénios envolvidos neste
processo incluem o estrogeno, a
progesterona, a prolactina (PRL), o
horménio do crescimento (GH), a
insulina, a  tiroxina (T4), a
tritodotironina (T3), os glicocorticoides,
a ocitocina ¢ uma variedade de fatores
de crescimento semelhantes a insulina
(Thordarson et al., 1992, Marshman, e
Streuli., 2000, Varas et al., 2002).
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3.2.1 Estrégeno

O crescimento ¢ a diferenciagdo da
glandula mamaria, que ocorre durante a
puberdade e a  gestagdo, sdo
desencadeados pelo aumento na
secrecdo dos hormodnios ovarianos,
estrogeno e progesterona (Ruan et al.,
1992, Delouis e Richard, 1993, French
et al., 1996). Esses hormoOnios atuam
nas células epiteliais localizadas no
final dos ductulos da glandula mamaria.
A progesterona, isoladamente, ndo ¢
capaz de promover o crescimento do
tecido mamario, mas atua acentuando os
efeitos do estrogeno. Este, por sua vez,
além de aumentar o numero de
receptores para a progesterona (Knight
e Peaker, 1982, Delouis e Richard,
1993), estimula a secre¢do de prolactina
pela pituitaria e aumenta a sensibilidade
da glindula mamaria a este hormonio
(Knight e Peaker, 1982).

Para que o desenvolvimento mamario
ocorra ¢ necessario o suporte hormonal
da pituitaria, visto que, o crescimento
da glandula ndo ocorre em animais
hipofisectomizados mantidos apenas
com o estrogeno. Entretanto, se observa
o desenvolvimento completo da
glandula, em animais
hipofisectomizados, quando o estrogeno
¢ administrado em combinagdo com o
GH, prolactina, progesterona ¢
glicocorticoides (Ruan et al., 1992).

3.2.2 Progesterona

A progesterona, como citado acima,
atua juntamente com o estrégeno, no
crescimento e na diferenciacdo da
glandula mamadria, durante a puberdade
(Ruan et al., 1992, French et al., 1996) e
gestacdo (Delouis e Richard, 1993,
French et al., 1996). Observa-se grande
numero de receptores para progesterona



nas cé€lulas da glandula mamaria,
durante a gestacdo, ndo sendo
observado durante a lactagdo (Delouis e
Richard, 1993).

A progesterona, juntamente com oS
hormonios  placentarios, como o0s
lactogénios placentarios, previnem uma
lactacdo precoce, durante a gestagdo.
Esta prevengdo ocorre devido a
inibicdo, por esses hormdnios, da
secrecdo central de prolactina e da
sintese de a-lactoalbumina na glandula
mamaria. A diminuicdo nos valores
séricos de progesterona, no final da
gestacdo, ¢ suficiente para induzir a
secrecdo de prolactina, que resulta em
aumento acentuado de a-lactoalbumina
e de caseina na glandula mamadria. A
sintese de caseina se inicia na presenga
da prolactina e na auséncia de
receptores  para  progesterona  na
glandula mamaria (Deis et al., 1989,
Thordarson et al., 1989).

No sétimo dia de lacta¢do das ratas, a
concentragdo de progesterona aumenta
devido a  ovulacdo  pds-parto.
Posteriormente, a concentragdo de
progesterona  diminui  gradualmente
durante os dois tercos finais da lactacao,
mas permanece sempre maior do que os
valores observados no diestro (Varas et
al, 2002).

3.2.3 Prolactina

A prolactina exerce fungdo importante
no crescimento e¢ na diferencia¢do da
glandula mamaria (Thordarson et al,
1992, Capuco et al, 1999, Accorsi et al.,
2002, Allan et al, 2002). Camundongos
fémeas com auséncia de receptores para
prolactina apresentam desenvolvimento
normal da glandula até a puberdade.
Entretanto, a subseqiiente ramificacao
dos ductos ¢ prejudicada, os botdes
terminais persistem e ndo ocorre

desenvolvimento alveolar e sintese de
leite (Allan et al, 2002). O mecanismo
pelo qual a prolactina estimula o
crescimento do tecido mamario ¢
multifatorial. Ela aumenta o numero de
receptores para estrogeno e
progesterona, ¢ postula-se que haja um
efeito  intrinseco  mitogénico  da
prolactina  nas  células  epiteliais
mamarias (Thordarson et al., 1989).

A prolactina ¢ considerada o principal
hormoénio galactopoiético em todas as
espécies, exceto nos ruminantes (Djiane
e Kelly, 1993, Capuco et al, 1999). A
producdo de leite ¢ reduzida em 43% e
57%, 24 e 48 horas respectivamente,
apos inibicdo da prolactina. A inibi¢ao
conjunta da acdo do GH resulta em uma
diminui¢ao de 52% e 88%, 24 ¢ 48
horas, respectivamente (Flint e Gardner,
1994).

A prolactina ¢ importante na
manuten¢do da viabilidade das células
da glandula mamadria, bem como na
manutencio das tight junctions. E
considerada um fator inibidor da
apoptose (Flint e Gardner, 1994,
Accorsi et al.,, 2002) e esta associada
com a habilidade materna (Allan et al,
2002). A succdo pelos filhotes ¢ um dos
estimulos mais potentes para a secre¢ao
de prolactina, a succdo feita por filhotes
famintos pode resultar em um aumento
de mais de 20 vezes na concentracdo
sérica de prolactina (Deis et al., 1989).
A concentragdo de prolactina diminui
progressivamente durante a lactagdo,
atingindo niveis muito baixos no
vigésimo primeiro dia de lactacdo
(Varas et al, 2002).

A prolactina ¢ importante na
manuten¢do da composicao do leite. A
utilizagdo de inibidores de prolactina
resulta em redugdo de 81% na
concentracdo de lactose e de 47% na
concentragdo de proteina do leite de
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ratas. A propor¢cdo de proteina para
lactose aumenta em torno de trés vezes
(Thordarson et al., 1989, Delouis e
Richard, 1993, Flint e Gardner, 1994).
A concentragdo de sodio do leite
aumenta, visto que, a prolactina esta
envolvida no controle da
osmoregulacdo e da reabsor¢ao do sédio
no tecido mamario (Flint e Gardner,
1994). O sinergismo entre  0s
glicocorticdides e a prolactina ¢
importante para a sintese de todas as
proteinas do leite, sendo essencial para
a sintese de caseina (Thordarson et al.,
1989, Delouis e Richard, 1993).

A administragdo de inibidores da
prolactina ndo afeta a concentracdo de
gordura do leite. Grande parte dos
fatores associados com o metabolismo
lipidico na glandula mamaria, incluindo
a atividade da lipase lipoprotéica e a
quantidade de acetil coenzima-A
carboxilase sdo inalterados (Flint e
Gardner, 1994).

Para que a PRL, e também o GH atuem
na glandula mamaria ¢ essencial a
participagdo dos hormonios
tireoidianos. Por isso, o GH ¢ a PRL
aumentam a concentragao da
5’desiodinase na glandula mamaria
(Griffith e Turner, 1961, Kumaresan ¢
Turner, 1965, Kahl et al, 1995, Capuco
et al, 1999). Na auséncia dos
hormdnios tireoidianos, a prolactina e o
GH ndo  apresentam  atividade
galactopoiética (Capuco et al, 1999).

Enquanto que os efeitos do GH sdo
mediados pelo IGF-I, a prolactina atua
diretamente na glandula mamaria (Flint
e Vermon, 1998, Accorsi et al., 2002), e
ndo afeta a concentragdo de IGF-I (Flint
e Gardner, 1994), mas inibe a sintese de
IGFBP-5 para maximizar os efeitos de
sobrevivéncia e proliferagdo do IGF-I
(Tonner et al, 1997, Marshman e
Streuli, 2002, Rosato et al, 2002). Tanto
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a prolactina quanto o GH também
atuam suprimindo a ativacdo do
plasminogénio em plasmina. Nos
animais que apresentam deficiéncia de
prolactina observa-se aumento na
concentragdo de IGFBP-5 ¢ de
plasmina, importantes como
desencadeadores da apoptose (Allan et
al, 2002).

3.2.4 GH

Os efeitos do GH e da prolactina na
lactogénese sdo muito mais conhecidos
do que os seus efeitos no
desenvolvimento e na diferenciacao
pos-natal da  glandula mamadria.
Entretanto,  varios  estudos  tém
salientado a importancia do GH no
desenvolvimento da glandula mamaria
de ratas (Ruan et al., 1992, Flint e
Gardner, 1994, Alan et al, 2002).
Receptores para o GH sdo observados
na glandula mamadria tanto no estroma
quanto no compartimento epitelial
(Slebodzinski et al, 1999, Allan et al,
2002) e também tem sido relatado que o
GH aumenta o numero de receptores
para estrogeno no tecido mamario
(Allan et al, 2002).

A importancia  do GH no
desenvolvimento da glandula mamaéria
pode ser demonstrada, visto que,
camundongos fémeas sem receptores
para o GH apresentam intenso
comprometimento do desenvolvimento
ductal (Marshman e Streuli, 2000). A
implantacao de pellets contendo GH ou
IGF-I, durante a fase de diferenciagdo e
proliferacdo, aumenta o namero de
botdes terminais e de alvéolos na
glandula mamaria (Ruan et al., 1992).

O GH ¢ o principal hormonio
galactopoiético nos ruminantes (Capuco
et al., 1999, Accorsi et al., 2002). O



aumento da produgdo de leite em
fémeas lactantes, mediante a
administracdo de GH (Armstrong et al,
1994, Kahl et al., 1995, Tonner et al,
1997, Flint e Vermon, 1998), ocorre
possivelmente devido a maior atividade
metabdlica das células secretoras da
glandula mamaria, e ndo, devido ao
aumento do numero de células (Kahl et
al., 1995). Nos roedores, o GH ¢ um
hormoénio com pouca agdo lactogénica
(Capuco et al., 1999, Allan et al., 2002).
Pode substituir a prolactina, somente
parcialmente em termos de
galactopoiese quando os niveis de
prolactina estdo baixos (Flint e Gardner,
1994, Allan et al., 2002). A produgdo de
leite, em ratas, ¢ reduzida em 20% ¢
24%, 24 e 48 horas ap06s o tratamento
com anti-rGH, respectivamente. A
inibicdo do GH juntamente com a
inibi¢do da prolactina resulta em
reducao de 52% e 88%, 24 ¢ 48 horas
apos a inibi¢do, respectivamente (Flint e
Gardner, 1994).

O GH ndo estd relacionado com a
composi¢do dos principais constituintes
do leite, proteina, lactose e gordura.
Entretanto, quando se tem auséncia de
prolactina e de GH observa-se redugdo
na concentragdo da gordura do leite.
Esta diminui¢do ndo ¢ observada
quando se tem somente auséncia de
prolactina. Isto sugere que o GH ¢
importante na  manutencdo  da
concentragdo de gordura do leite (Flint e
Gardner, 1994). Segundo Thordarson et
al. (1989), o GH estimula a sintese tanto
de caseina quanto a de a-lactoalbumina.

3.2.5 IGFs E IGFBPs

Os fatores de crescimento semelhantes a
insulina (IGFs) sdo polipeptideos de
cadeia tUnica, sintetizados e secretados
por varios tecidos. Podem atuar

localmente, como fatores autdcrinos ou
paracrinos, ou circulando pelo plasma,
como fatores endocrinos (Ruan et al.,
1992, Marshman e Streuli, 2000). Os
IGFs e suas proteinas ligadoras estdao
relacionados ao crescimento e a
diferenciagdo de varios tecidos (Rosato
et al 2002). O IGF-1 ¢ o mediador
primario das agdes do GH na glandula
mamaria das ratas (Flint e Vermon,
1998, Marshman, e Streuli, 2002,
Rosato et al., 2002). Entretanto, o IGF-
I é considerado o principal IGF
sintetizado pelas células epiteliais da
glandula mamaria das vacas, ¢ o IGF-I
ndo ¢ detectado na glandula desses
animais (Slebodzinski et al., 1999).

Os IGFs também sdo sintetizados pelos
fibroblastos e adipdcitos da glandula
mamaria, o que confirma que a
interagdo entre o estroma € O
compartimento epitelial ¢ essencial para
o desenvolvimento completo da
glandula mamaria (Marshman e Streuli,
2002, Gouon-Evans et al., 2002).

O proprio IGF-I regula a sua produgao
pelo figado, principal fonte de IGF-I
circulante, e pode também modular a
producdo local dos IGFs (Marshman e
Streuli, 2002). O GH, a insulina, os
hormonios tireoidianos (Rosato et al
2002) e a condigdo nutricional do
animal também modulam a expressao
do IGF-I (Flint e Vernon, 1998, Rosato
et al., 2002). Os IGFs podem se ligar
aos seus receptores, exercendo suas
acoes bioldgicas, e nos receptores para
insulina, ativando-os (Marshman e
Streuli, 2002).

Os IGFs exercem fun¢des importantes
na proliferacdo e sobrevivéncia das
células da  glandula  mamaria,
particularmente durante a puberdade e a
gestacdo (Marshman e Streuli, 2002).
Durante a gestacdo das ratas, sdo
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observadas alteragdes na concentragao
dos receptores para os IGFs. Durante a
primeira metade da gestagdo, a
concentragdo de IGF-II encontra-se
elevada. Entretanto, a concentragdo de
IGF-I eleva-se no final da gestagao.
Esse padrao de concentragdo sugere que
o IGF-II participa do inicio da
mamogénese. O IGF-I estimula a
proliferacdo das células epiteliais, no
estagio final de diferenciagdo da
glandula mamdria, e inibe a atividade de
proteinas pro-apoptdticas. O pico na
concentragdo de IGF-I, no final da
gestacdo, pode estar relacionado ao
aumento na concentragdo de GH e
estrogeno circulantes neste periodo.
Visto que, esses hormdnios induzem a
expressdo de IGF-I no tecido mamario
(Rosato et al., 2002).

As agdoes dos IGFs sao também
reguladas por uma familia de seis
proteinas ligadoras dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina
(IGFBPs 1 a 6) (Accorsi et al., 2002,
Allan et al., 2002, Marshman e Streuli,
2002, Rosato et al., 2002). Todas as seis
proteinas ligadoras estdo presentes nos
botdes terminais da glandula durante a
puberdade, sendo que as IGFBP-3 e
IGFBP-5 aparecem em  maior
quantidade. Durante a gestagdo, as
IGFBP-3 e IGFBP-5 aumentam sua
expressdo no estroma e no epitélio
ductal e alveolar. As IGFBP-2, IGFBP-
4 e IGFBP-6 podem ser detectadas
somente no estroma (Marshman e
Streuli, 2002, Rosato et al., 2002). Nao
foi detectada expressdao da IGFBP-1 na
glandula mamaria de ratas durante a
gestacdo e inicio da lactacdo (Rosato et
al., 2002).

A IGFBP-5 ¢ sintetizada pelas células
epiteliais  secretoras em  apoptose
(Tonner et al, 1997). Os niveis da
IGFBP-5 encontram-se elevados no
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leite, 48 horas ap6s o desmame. Esta
proteina participa do inicio da involugao
da glandula, sendo um gatilho para a
ocorréncia de apoptose (Tonner et al.,
1997, Accorsi et al., 2002). Na glandula
mamaria em involucdo, os receptores
para IGF-I apresentam uma afinidade
maior para a IGFBP-5 do que para o
IGF-I (Tonner et al., 2000). A sintese de
IGFBP-4 e IGFBP-2 no tecido mamario
aumenta durante a involu¢do da
glandula mamaria de ratas (Tonner et
al., 1997, Accorsi et al., 2002). As
proteinas IGFBP-1, 3 e 6 ndo sdo
detectadas na glandula mamaria de ratas
em lactacdo ¢ durante a involucgdo
(Tonner et al., 1997).

3.2.6 Hormonios Tireoidianos

Os hormonios tireoidianos, tiroxina
(T4) e triiodotironina (T3), participam
da morfogénese e diferenciacdo da
glandula mamaria (Prado et al., 1994,
Ramos et al., 2000, Rosato et al., 2002),
estimulam a sintese e a secre¢ao de alfa-
lactoalbumina (Thordarson et al., 1989,
Ramos et al., 2000), aumentam a
atividade da lactose sintetase (Ziska et
al., 1988) e modulam o numero de
receptores para a prolactina (Thordarson
et al., 1992, Prado et al., 1994). A
importancia dos hormdnios tireoidianos
na morfogénese da glandula mamaria
pode ser demonstrada, em ratas adultas
com hipofuncdo tireoidiana, na qual a
morfologia da glandula permanece
semelhante a da fase de puberdade,
enquanto ratas adultas com hiperfuncao
tireoidiana apresentam maior
desenvolvimento lobulo-alveolar
(Vonderhaar e Greco, 1979).

Os hormonios tireoidianos,
isoladamente, sdo capazes de estimular
a sintese de a-lactoalbumina
(Thordarson et al., 1992). Entretanto,



um estimulo maximo € obtido somente
quando esses estdo associados com
outros horménios, como a insulina, a
prolactina e os  corticosteroides
(Thordarson et al., 1989, Thordarson et
al., 1992). A T3 e a T4 nao estdo
envolvidas na sintese de caseina
(Thordarson et al., 1992).

A enzima 5’desiodinase converte a T4
em T3, forma metabolicamente ativa do
hormonio tireoidiano (Prado et al.,
1994, Kahl et al., 1995, Capuco et al,
1999, Slebodzinski et al., 1999, Ramos
et al, 2000). Enquanto a T4 ¢
sintetizada somente na tiredide, quase
todo a T3 circulante ¢ produzida por
5’desiodinacao na tiredide ou em outros
tecidos.  S@o  encontradas  duas
isoenzimas da 5’desiodinase (Jack et al.,
1994). A 5’desiodionase tipo 1 esta
presente, nos ratos, em altas
concentragdes no figado, nos rins e na
tireoide  (Capuco et al, 1999,
Slebodzinski et al., 1999), sendo
encontrada também na musculatura
esquelética, no coragdo, nos pulmdes,
no intestino (Jack et al., 1994) e na
glandula mamaria, neste ultimo tecido ¢
encontrada também em camundongos
fémeas. Toda a T3 plasmatica ¢
produzida pela 5’desiodinase 1 na
tiredide, no figado e nos rins. A
5’desiodinase tipo I ¢ especifica do
epitélio alveolar da glandula mamaria.
Estd presente neste tecido somente
quando a glandula estd em atividade,
durante a lactacdo, ou quando o epitélio
alveolar esta se diferenciando, durante a
puberdade ou no final da gestagdo
(Slebodzinski et al., 1999).

A 5’desiodinase tipo II esta presente no
cérebro, na pituitdria anterior, no tecido
adiposo marrom (Capuco et al., 1999,
Slebodzinski et al., 1999), na placenta,
na glandula pineal, no plasma seminal
(Slebodzinski et al., 1999) e na glandula

mamaria de vacas (Jack et al., 1994,
Slebodzinski et al., 1999) e porcas. Esta
envolvida na produgdo de T3 para as
necessidades locais, exercendo sua
funcdo por sinalizagdo  pardcrina
(Slebodzinski et al., 1999). Em ratos, a
pituitaria e o cérebro podem apresentar
a 5’desiodinase I e a II, dependendo do
status tiredideo do tecido (Jack et al.,
1994).

Durante a lactagdo, fase de maior
atividade da glandula  mamaria,
observa-se reducdo da concentragdo
plasmatica de T3 e T4 e clevagdo da
concentragdo da tireotropina plasmaética
(TSH) (Jack et al., 1994, Prado et al.,
1994, Slebodzinski et al., 1999, Ramos
et al., 2000) e de T3 reverso. Este
rearranjo  particular das  tironinas
circulantes estd associado com a
diminuicdo na atividade da 5’
desiodinase no figado e rins (Jack et al.,
1994, Prado et al., 1994, Kahl et al.,
1995, Capuco et al., 1999, Slebodzinski
et al., 1999, Ramos et al., 2000). Ocorre
aumento na atividade dessa enzima na
glandula mamédria, proporcional a
intensidade lactacional (Kahl et al.,
1995, Capuco et al., 1999, Slebodzinski
et al., 1999, Ramos et al., 2000) ¢ um
aumento no numero de receptores para
T3 no tecido mamadrio (Prado et al.,
1994). Esta mudanca na atividade da
5’desiodinase, proporcional a
intensidade lactacional, € consistente
com a prioridade metabdlica e o fluxo
de nutrientes para a glandula mamaria,
mantendo o tecido mamario em estado
eutiredideo ou hipertiredideo (Jack et
al., 1994, Capuco et al, 1999). A
administracao de GH, durante o final da
gestacdo de vacas, aumenta a atividade
da 5’desiodinase na glandula mamaria e
a producao de leite. J4 durante a metade
da lactacdo, diminui a atividade da
5’desiodinase  no figado enquanto
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mantém a atividade da enzima na
glandula (Capuco et al., 1999).

A quantidade de T4 ou T3 reverso no
leite humano varia de concentragdes
indetectdveis a muito baixas. No
entanto, a T3 ¢ reportada,
freqlientemente, em quantidades
facilmente mensuraveis. A T4 no leite
representa uma pequena fragao do soro,
em torno de 1/30, e a T3,
aproximadamente 1/3, com diferencas
entre as espécies. A diferenca na
concentracdo de T4 e T3 no leite ¢
devido a diferente permeabilidade para
estes hormoénios na barreira sangue-
glandula mamadria, ou a habilidade de se
transformar a T4 em T3 na glandula
mamaria, devido a presenga da enzima
5’desiodinase  (Slebodzinski et al.,
1999).

3.2.7 Corticosteroides

Os glicocorticoides sdo essenciais para
a diferenciacdio normal do tecido
mamario secretor (Thordarson et al.,
1992). o sinergismo dos
glicocorticoides com a prolactina ¢
importante para a sintese de proteina e
caseina lactea (Thordarson et al., 1989,
Thordarson et al, 1992). Os
corticosterdides,  isoladamente, sdo
capazes de estimular, discretamente, a
sintese de alfa-lactoalbumina
(Thordarson et al., 1992). Entretanto,
estimulo maximo ¢ obtido somente
quando estdo associados com outros
horménios, como a insulina, a
prolactina e os hormoénios tireoidianos
(Thordarson et al., 1989, Thordarson et
al., 1992).

Os glicocorticoides estdo relacionados
com o retardo da involu¢do da glandula
mamaria, em torno de trés a quatro dias
apds o desmame (Tonner et al., 1997).
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No entanto, a concentracdo de
corticosterdide ndo apresenta variacao
durante a lactacdo de ratas (Varas et al.,
2002).

3.2.8. Insulina

Os efeitos da insulina, de forma
especifica sobre a glandula mamaéria
ndo sio claros. De fato, a insulina induz
a utilizagdo de glicose pelas células,
mas, a glandula mamaria pode utilizar
glicose, acetato, [(-OH-butirato e
triglicerideos de forma independente da
insulina. Acredita-se que a insulina atua
estimulando a sintese de proteinas e
lipideos e aumente a utilizagdo de
acetato no tecido adiposo (Collier et al.,
1984).

A glandula mamaria requer niveis
basais de insulina, emtretanto, é um
hormémio necessdrio para que as
células da glandula mamaria entrem na
fase S do ciclo celular, permitindo a sua
diferenciagdo. Este hormoénio pode
também se ligar, com baixa afinidade,
aos receptores do IGF-I (Delouis e
Richard, 1993).

3.2.9. Ocitocina

A ocitocina ¢ o principal hormdnio
responsdvel pelo reflexo de succdo e
ejecdo do leite. O estimulo dos
receptores  sensoriais, no ato da
amamentagdo, localizados nas papilas
mamarias dos animais, dispara impulsos
nervosos que desencadeiam a liberagdo
de ocitocina pelo eixo hipotalamico-
hipofise. A ocitocina ¢ secretada na
corrente sangiiinea, atinge a glandula
mamaria ¢ induz a contragao das células
mioepiteliais, que envolvem os
alvéolos. Esta contracdo resulta na
expulsdo do leite do limen alveolar para



os duactulos. A ocitocina apresenta
receptores especificos, que aparecem no
final da gestacdo induzido pelo 17pB-
estradiol, atingem sua concentraciao
maxima durante a lactacdo ¢
desaparecem ap6s o desmame (Delouis
e Richard, 1993).

O estresse das mies, no momento da
amamentacdo, inibe o reflexo de
suc¢do, visto que, a ativagdo simpatica
provoca inibi¢do central e periférica da
acdo hormonal do reflexo. A inibigao
periférica  ocorre, visto que, a
vasoconstricdo retarda a chegada da
ocitocina nas células mioepiteliais
(Delouis e Richard, 1993).

3.2.10. Lactogénios placentérios

Os lactogénios  placentdrios  sdo
essenciais para a mamogénese normal.
Esta importancia pode ser demonstrada,
visto que, a retirada dos fetos de ratas
gestantes ndo tem nenhum efeito na
mamogénese, quando a placenta ¢é
mantida intacta, sendo que quando esta
¢ retirada, a mamogénese cessa (Knight
e Peaker, 1982).

4. MATERIAL e METODOS

Utilizaram-se as bases fisicas e a infra-
estrutura  dos Laboratdrios de
Experimentacdo Animal e
Histopatologia do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da
Escola de Veterinaria da UFMG e o
Laboratério de Patologia Comparada do
Departamento de Patologia Geral do
Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG. Os animais foram provenientes
do Biotério do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG.

4.1. Experimento 1

Foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas
com 45 dias de idade. Os animais foram
alojados em caixas plasticas (seis
animais/caixa), receberam racao
comercial (1,4% de calcio, 0,6% de
fosforo e 22% de proteina) e agua ad
libitum. As ratas foram mantidas em
regime de 12 horas de luz e 12 horas de
escuro.

Apés um periodo de sete dias de
adaptacado, as ratas foram separadas, ao
acaso, em dois grupos, tratado e
controle, cada um composto por 18
animais. O grupo tratado recebeu L-
tiroxina' na 4gua de beber, na
concentragdo de 2ug/ml até o final do
experimento. Os animais do grupo nao
tratado (controle) receberam apenas
agua, como placebo.

O consumo de racdo e agua, por caixa,
foi  mensurado  diariamente. A
quantidade de L-tiroxina ingerida
diariamente por cada animal do grupo
tratado foi estimada, deduzindo-se a
quantidade diaria de 4gua consumida da
quantidade @~ de  4agua  fornecida,
dividindo-se o valor encontrado pelo
nimero de animais da caixa.

Apos 60 dias do inicio do tratamento,
18 animais de cada grupo eram
colocados com ratos machos adultos,
em uma propor¢do de quatro fémeas
para cada macho, durante a noite por
um periodo de 12 horas. Posteriormente
era realizada citologia vaginal em todas
as ratas. A copula era confirmada pela
presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal e este dia foi
designado como dia 0. As fémeas que
ndo apresentaram espermatozoides na
citologia vaginal eram colocadas

! L-Thyroxine, Sigma, St Louis, USA.
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novamente com machos na noite
seguinte, até que se encontrasse
espermatozodides na citologia vaginal.

Ap6s sete, 14 e 19 dias de gestacdo, seis
animais de cada grupo foram
sacrificados. O sacrificio, por pun¢ao
cardiaca, foi precedido de anestesia pelo
uso de pentobarbital sodico 2,5% (30
mg/Kg) por via intra-peritoneal.

4.2. Experimento 2

Foram utilizadas 46 ratas Wistar adultas
com 45 dias de idade. Os animais foram
alojados e manejados como no
experimento 1. Apds sete dias de
adaptacdo, os animais foram divididos
em dois grupos experimentais, controle
e tratado, cada um composto por 23
animais. Os animais do grupo tratado
receberam tiroxina na dgua de beber, na
concentragdo de 1,6ug/ml, durante a
indugdo, e de 0,8ug/ml, durante a
gestacdo e a lactacdo. Os animais do
grupo nao tratado (controle) receberam
apenas agua, como placebo.

O consumo de ragdo e agua, por caixa,
foi  mensurado  diariamente. A
quantidade de L-tiroxina ingerida
diariamente por cada animal do grupo
tratado foi estimada, deduzindo-se a
quantidade diaria de 4gua consumida da
quantidade de 4gua administrada,
dividindo-se o valor encontrado pelo
nimero de animais da caixa.

Apés dois meses do inicio do
tratamento, as ratas de cada grupo eram
colocadas com ratos machos adultos,
em uma propor¢do de quatro fémeas
para cada macho, durante a noite por
um periodo de 12 horas. Os cinco
animais restantes de cada grupo, tratado
e ndo tratado, ndo foram acasalados
para serem utilizados para a
determinagdo da altura do epitélio
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folicular da tiredide, ja que a lactacao
por si s6 reduz a altura do epitélio
folicular da tire6ide (Miranda et al.,
2001), dificultando, por este parametro,
atestar o efeito de feedback negativo da
tiroxina administrada sobre a glandula.
Apbs o acasalamento, pela manha, era
realizada citologia vaginal nas ratas que
estavam com os machos. A copula era
confirmada pela presenca de
espermatozdides no esfregago vaginal, e
este dia era designado como dia 0. As
fémeas que ndo  apresentaram
espermatozdides na citologia vaginal
eram colocadas novamente com machos
na noite seguinte, até que se encontrasse
espermatozdides na citologia vaginal.

A partir dos 19 dias de gestagdo até o
momento da eutanasia, as fémeas foram
colocadas, isoladamente, nas caixas
plasticas. Logo ap6s o parto, foi
realizada a sexagem (Fig.2) e a
quantificagdo dos filhotes vivos e
mortos de cada mae. O peso médio dos
filhotes machos e fémeas foi
determinado no dia do nascimento, e
posteriormente, a cada 48 horas.
Diariamente, eram verificados quantos
filhotes tinham aberto os olhos na
ninhada. A partir destes dados, foi
calculada a média ponderada da idade
de abertura dos olhos dos filhotes de
cada ninhada.

O comportamento materno também foi
avaliado, diariamente, durante os 21
dias de amamentag¢do, quanto a presenga
ou ndo de um ou mais filhotes ndo
aquecidos e ndo higienizados na
ninhada.

Seis fémeas dos grupos, tratado e
controle, foram sacrificadas no 2° e 21°
dia de lactagdo e no 5° dia apés o
desmame. Os filhotes foram
sacrificados com  sobredose de
pentobarbital sodico 2,5% (30 mg/Kg),



por via intra-peritonial. O sacrificio das
fémeas foi realizado por puncdo
cardiaca precedida por anestesia com
pentobarbital sédico, por via intra-
peritoneal. As fémeas ndo gestantes
tratadas e ndo tratadas foram
sacrificadas da mesma forma ao final de
todo o experimento.

4.3 Procedimentos comuns aos dois
experimentos

A necropsia, os pares de glandula
mamaria, abdominal caudal e inguinal
(Fig.1), e a tiredide foram colhidas,
fixadas em formol a 10%, neutro e
tamponado, e processadas pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina
(Prophet, 1992). Nas ratas ndo gestantes
foi colhida somente a tiredide. Cortes
histolégicos de 4um da glandula
mamaria e da tire6ide foram corados
pela técnica da hematoxilina-eosina
para avaliagdo histomorfométrica.

Uma secc¢ao da tiredide corada em HE
foi submetida a andlise morfométrica
para atestar o efeito de feedback
negativo da tiroxina administrada sobre
a glandula. Foi mensurado, ao acaso, a
altura do epitélio de 30 foliculos, em
quatro pontos distintos, obtendo-se o
valor médio das quatro medidas. Esta
mensuragao foi realizada com auxilio de
uma ocular micrométrica, objetiva de
40x e ocular de 10x. As médias foi
aplicado um fator de corre¢do obtido
com a escala de uma lamina
micrométrica.

No segundo experimento, foi realizada a
dosagem de T4 total plasmatica, pela
técnica da  quimioluminescéncia’
utilizando kits comerciais e seguindo as
recomendacOoes do fabricante. Nos
animais ndo gestantes tratados e nao

? Immulite, DPC, Los Angeles, USA

tratados foi realizada a dosagem de T4
total e T4 livre pela mesma técnica.

Nas seccdes histologicas da glandula
mamaria coradas pela HE foram
determinadas, com objetiva de 20x
(primeiro experimento) e objetiva de
40x (segundo experimento), ambos na
ocular de 10x, a porcentagem de
epitélio, de tecido adiposo, de estroma e
de secrecdo. Na glandula mamaria
obtida de ratas no quinto dia de
desmame, a determinacgao da
porcentagem dos componentes
estruturais da glandula foi realizada em
cortes  histologicos corados pelo
tricromio de Masson, pela dificuldade,
neste periodo, em se diferenciar o
estroma do compartimento epitelial em
seccoes coradas pela hematoxilina-
eosina. A contagem foi determinada em
um total de 40 campos escolhidos
aleatoriamente, que abrangiam toda a
area da sec¢do histologica. Para
determinacdo dessas variaveis foi
realizada a captura de imagens em
camera digital Spot Insigh Color
adaptado a um Microscopio Olympus
BX-40, e utilizado o software de
captura SPOT® versdo 3.4.5. Utilizou-
se o software Corel DRAW® versio
7.468 para andlise das imagens. Foram
determinados 25 pontos eqiiidistantes
no campo da imagem histologica
obtida, com contabilizagdo de 1000
pontos por ldmina examinada.

Em seccdes histologicas da glandula
mamaria coradas pelo Giemsa foi
determinado, com objetiva de 40x e
ocular de 10x, o numero de
mastocitos/campo. A contagem foi
determinada em um total de 150
campos escolhidos aleatoriamente, em
toda a area da secc¢do histologica.
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Figura 1. A) Rata gestante, colheita dos pares da glandula mamaria abdominal caudal e inguinal.
B) Fragmento dos pares da glandula mamaria abdominal caudal e inguinal colhido de rata
gestante.

Figura 2. Filhote de rata. Sexagem de filhotes, no dia do nascimento. A) Filhote fémea, vulva
proxima ao anus. B) Filhote macho, genitalia protuberante e mais cranial, quando comparada a
fémea.
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O nimero de campos utilizados para
analise morfométrica descrita
anteriormente foi determinado pela
técnica de estudo da variagdo da
instabilidade de valores médios em
relacdo a amostra que os originou. Em
um corte histologico da glandula
mamaria do grupo ndo tratado foi
determinada a porcentagem de epitélio,
de tecido adiposo, de estroma e de
secrecdo em 100 campos. A seguir os
dados foram sorteados ao acaso em dez
grupos. Foram determinados a média, o
desvio padrio e o coeficiente de
varia¢ao de cada variavel em 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 campos.
Apos verificar que o desvio padrdo e o
coeficiente de variacdo se estabilizavam
em torno de 40 campos, este numero foi
adotado para se determinar as
porcentagens das estruturas do tecido
mamario.

A atividade proliferativa e a deteccdo de
apoptose na glandula mamaéria foram
avaliadas pelo estudo imunoistoquimico
com a utilizacdo do marcador de
proliferacio  celular CDC47-Clone
47DC141 (NeoMarkers) e o anticorpo
anti-caspase-3 Clone  RB-1197-P
(NeoMarkers)®, respectivamente.

Para a anélise imunoistoquimica foram
obtidos cortes histologicos de 4um da
glandula mamaria. Foi utilizada a
técnica  de  estreptavidina-biotina-
peroxidase”, sendo empregada a técnica
de recuperacdo antigénica através da
utilizagdo de solucao Retrieval, durante
20 minutos. As laminas foram
incubadas em camera imida por 1 hora
com o anticorpo primario (CDC47 -

’Dako, USA

4 Ultra vision large volume detection
system anti-polyvalent, HRP — ready to
use- Lab Vision.

diluicdo de 1:200 ou Caspase 3 —
1:300)° e por 15 minutos nas etapas de
bloqueio da peroxidase enddgena, soro
de bloqueio®, anticorpo secundario’ e
estreptavidina peroxidase®. O
cromégeno utilizado foi o DAB’, em
incubacdo durante 10 minutos. As
seccoes foram contra-coradas com
hematoxilina de Harris.

Como controle positivo interno para o
CDCA47 utilizou-se a propria pele da
glandula mamaria e como controle
positivo para a caspase 3 foram
utilizados cortes de bago de ratas
previamente testados. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do
anticorpo primario por PBS.

A quantificagdo do namero
médio/campo de células marcadas pelo
anticorpo  CDC47 e do namero
médio/campo de células marcadas pelo
anticorpo caspase 3 foi realizada em 10
campos. A contagem foi determinada,
com objetiva de 60x, em campos
escolhidos aleatoriamente, que
abrangiam toda a 4rea da seccdo
histologica. Para a  quantificacdo
também foi realizada a captura de
imagens em camera digital Spot Insigh
Color adaptado a um Microscopio
Olympus BX-40, e utilizado o software
de captura SPOT® versio 3.4.5.
Utilizou-se o software Corel DRAW®
versao 7.468 para analise das imagens.

O delinecamento utilizado, nos dois
experimentos, foi inteiramente ao acaso
com fatorial 2x3 (dois grupos x 3
periodos). Para cada variavel, a média e

> Novacastra Laboratories, United Kingdom
® Ultra Vison Block, Lab Vision

" Biotin Goat, Lab Vision

¥ Streptavidin Peroxidase, Lab Vision

’ DAB Substrate System, Lab Vision
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o desvio padrio foram determinados.
Os dados foram submetidos a andlise de
variancia ANOVA do programa
estatistico Instat'® e¢ as médias foram
comparadas pelo teste SNK. O peso dos
filhotes foi submetido a andlise de
covaridncia a fim de retirar o efeito do
tamanho da ninhada no peso médio dos
filhotes. A correlagdo entre o niimero de
mastocitos e a porcentagem de epitélio e
de tecido conjuntivo da glandula
mamaria foi verificada. O
comportamento materno foi avaliado
pelo teste de X% considerando-se a
presenga ou a auséncia de ninho,
presenca ou auséncia de filhotes sujos e
presenca ou auséncia de filhotes
hipotérmicos. A idade de abertura dos
olhos dos filhotes € 0 consumo de agua
e ragdo foram analisados pelo teste t ndo
pareado (Sampaio, 2002).

5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Experimento 1

5.1.1. Histomorfometria da tirebide e
consumo de agua e racao

A tiredide dos animais do grupo
controle aos sete, 14 e 19 dias de
gestacdo apresentava-se com foliculos
redondos ou ovais, de tamanhos
variados, preenchidos por coldide pouco
denso, e revestidos por epitélio ora
cuboidal ora colunar. J& a tiredide das
ratas tratadas com tiroxina apresentava
foliculos redondos ou ovais, grandes,
preenchidos por grande quantidade de
coloide e revestidos por epitélio
predominantemente pavimentoso
(Fig.3). A diferenga entre grupos foi

10 Graph Pad Software, Versao 3.00, 32
Win 95/NT, Created December 23 1997.
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confirmada pela morfometria, que
demonstrou redugdo significativa da
altura do epitélio folicular da tiredide
das ratas tratadas com tiroxina em todo
o periodo gestacional (grafico 1, anexo
7.1.1, Fig.3).

A reducdo do epitélio folicular das
tiredides de ratas tratadas com tiroxina,
j& era esperada, pois a tiroxina foi
administrada ao animal, em quantidade
maior do que a fisiologica, o que resulta
em elevagdo da concentracdo sérica de
tiroxina, que exerce feedback negativo
com o hipotdlamo e com a hipdfise,
diminuindo a produ¢do de TRH e de
TSH, respectivamente. Assim, pode-se
dizer que os animais do grupo tratado
apresentavam hipertireoidismo
iatrogénico e as suas tiredides estavam
em estado inativo, caracterizado pelo
achatamento do epitélio folicular e
aumento da quantidade de coloide,
devido a reducdo da sintese e secrecdo
hormonal (Dickson, 1993; Serakides et
al., 1999).

Clinicamente, as ratas tratadas com
tiroxina apresentavam pélos arrepiados,
ndo se aglomeravam dentro da caixa,
eram  agressivas e  apresentavam
polifagia e polidipsia, sinais clinicos
freqlientemente observados no
hipertireoidismo  (Trivalle, 1996).
Durante os dois meses de tratamento e
durante todo o periodo gestacional a
média do consumo didrio individual de
racdo (grafico 2, anexo 7.1.2) e de agua
(grafico 3, anexo 7.1.2) foi
significativamente maior no grupo
tratado. A partir do consumo médio de
agua/animal/dia, estimou-se que a dose
diaria de tiroxina/animal/dia foi de
80,28ug + 7,07. Sabe-se que 70 a 80%
da tiroxina administrada, via oral, €
absorvida (Nobre et al, 2004), ou seja,
no minimo 56,2ug de tiroxina neste



caso foi absorvida. Esta dose ¢ Varas et al. (2002) induziu
suficiente para induzir 0 satisfatoriamente 0 estado
hipertireoidismo em ratas (Serakides et hipertire6ideo em ratas.

al., 1999). Utilizando doses bem

menores (20pg de tiroxina/animal/dia),

Grafico 1. Altura do epitélio folicular (um) das tiredides de ratas do grupo controle
e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de gestagéo.
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Gréfico 2. Meédia do consumo diério individual de ragéo (g) nos grupos controle e
tratado com tiroxina antes e durante a gestacao.
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Grafico 3. Média do consumo diario individual de agua (ml) nos grupos controle e
tratado com tiroxina antes e durante a gestacao.
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Com base nesses dados, nos sinais na avaliagdo histomorfométrica da
clinicos dos animais do grupo tratado e tiredide pode-se afirmar que as ratas
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tratadas com tiroxina manifestaram os
sinais do hipertireoidismo.

5.1.2. Histomorfometria da glandula
mamaria

Aos sete dias de gestacdo a glandula
mamaria das ratas do grupo controle
apresentava ninhos de células epiteliais
envoltos por grande quantidade de
tecido adiposo. As células epiteliais
eram cuboidais com limites
citoplasmaticos indefinidos e nucleo
com cromatina frouxa. Algumas vezes,
essas c¢lulas ja se dispunham em
alvéolos. Os ductos eram constituidos
por epitélio pseudoestratificado
constituido por células cuboidais e
envoltos por moderada quantidade de
estroma. Alguns ductos apresentavam
discreta quantidade de material amorfo,
acelular e ligeiramente basofilico no
limen. Entremeado ao estroma havia
moderada quantidade de mastocitos e
discreta quantidade de eosindfilos. A
glandula maméria das ratas do grupo
tratado aos sete dias de gestacdo
apresentava morfologia semelhante a
das ratas controle. Apesar de haver
maior porcentagem de epitélio e menor
porcentagem de tecido adiposo, ndo
foram observadas diferencas
significativas entre grupos com relagao
a nenhum dos componentes estruturais
da glandula (Fig.4, graficos 4-7, anexos
7.1.3-7.1.6).

Aos 14 dias de gestacdo a glandula
mamaria das ratas do grupo controle
apresentava ninhos de células epiteliais
cuboidais com limites citoplasmaticos
indefinidos e nacleo com cromatina
frouxa. Diferente dos sete dias, o
citoplasma apresentava-se vacuolizado
e as células epiteliais ja se organizavam
em padrdo alveolar com pequena
quantidade de secrecdo em seu interior.
Os ductos eram constituidos por epitélio
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pseudoestratificado de células cuboidais
e com o lumen contendo moderada
quantidade de secrecdao. Entremeado ao
estroma, observa-se discreta quantidade
de mastocitos. As ratas do grupo tratado
apresentaram maior porcentagem de
epitélio  constituido  por  células
volumosas com citoplasma claro e
intensamente vacuolizado. Além disso,
havia maior quantidade de secre¢do no
interior de ductos e alvéolos e menor
porcentagem de tecido adiposo que a
das ratas do grupo controle. Apesar
dessas diferencas, a analise
morfométrica demonstrou diferenca
significativa entre grupos somente
quando da analise da porcentagem de
tecido adiposo (Fig.5, grafico 5, anexo
7.1.4).

Dois dias antes do parto, ou seja, aos 19
dias de gestacdo a glandula mamaria das
ratas do grupo controle apresentava
supremacia de epitélio em relacdo ao
tecido adiposo. As células epiteliais
apresentavam-se cuboidais com limites
citoplasmaticos indefinidos, citoplasma
intensamente vacuolizado e nucleo com
cromatina frouxa. O epitélio formava
alvéolos bem desenvolvidos contendo
grande quantidade de secrecdo lactea.
Os ductos também se apresentavam
distendidos ¢ com moderada secrecao
latea. Entremeado ao estroma, que se
apresentava bem menos expressivo em
comparagdo aos periodos anteriores,
havia discreta quantidade de mastocitos.
As ratas tratadas com tiroxina
apresentaram diferencas significativas
em comparagdo ao grupo controle.
Havia maior porcentagem de epitélio,
menor porcentagem de tecido adiposo e
alvéolos e ductos mais distendidos e
com maior quantidade de secrecdo
(Fig.6, graficos 4-6, anexos 7.1.3-7.1.5).

Em resumo, apesar da quantidade de
epitélio mamario ter sido aparentemente



maior no grupo tratado com tiroxina em
todo o periodo gestacional, esta
diferenca somente foi
significativamente maior ao final da
gestacdo. Esses achados corroboram
com Griffith e Turner. (1961) e Rosato
et al. (1992). No entanto, a atividade
secretora do epitélio mamario das ratas
do grupo tratado ja era evidente aos 14
dias, momento em que quase nao havia
secrecdao na glandula mamaria das ratas
controle, intensificando-se aos 19 dias.
Este  resultado sugere que a
administracdo de tiroxina tenha
induzido diferenciagdo precoce e maior
das células epiteliais em comparagdo ao
grupo controle. A partir destes achados
0os seguintes questionamentos sao
suscitados: maes hipertiredideas tém
maior capacidade de produzir leite? A
maior porcentagem de epitélio e de
secrecdo na glandula mamaria de ratas
tratadas com tiroxina ocorre devido ao
aumento da proliferacdo ou da
diferenciagdo das células do epitélio
mamario? Esses questionamentos serdo
esclarecidos posteriormente com a
determinagdo pela imunoistoquimica da
taxa de proliferagdo do epitélio
mamario € com o acompanhamento do
desenvolvimento pds-natal dos filhotes
de maes tratadas com tiroxina.

5.1.3. Proliferacao celular e apoptose
no epitélio mamario

O gene CDC47, membro da familia
MCM, ¢ o responsavel por permitir
somente uma unica duplicacdo do DNA
por ciclo celular. A identificacdo de
nicleos que estejam expressando o
CDC47 ¢ utilizada para a determinacdo
das células que estdo em duplicacio
(Dalton e Whitbread, 1995; Hiraiwa et
al., 1996).

Por meio da expressio do CDC47
observa-se que tanto no grupo tratado

com tiroxina quanto no grupo controle,
a atividade proliferativa das células
epiteliais mamarias ¢ mais intensa aos
sete dias de gestagdo reduzindo-se
significativamente nos periodos
subseqlientes. Interessante, ¢ que apesar
da porcentagem de epitélio ter sido
significativamente maior no grupo
tratado aos 19 dias de gestagdo, o indice
de proliferagcdo das células epiteliais
mamarias ndo diferiu significativamente
entre grupos em nenhum periodo
gestacional (Fig.7-9, grafico 8 e anexo
7.1.7).

O mecanismo de ag¢dao dos hormonios
tireoidianos no ciclo celular ainda ¢
bastante controverso. Sabe-se que, em
concentragdes fisiologicas, eles
estimulam a sintese de DNA em
hepatocitos, por aumentarem os niveis
de ciclina D1 e cdk 4, que controlam a
fase G1 e também por estimularem a
atividade de proteinas, como o
complexo ciclina E/A — cdk, que estdo
envolvidos na progressdo da fase G1
para a fase S (Incerpi et al., 2005, Alisi
et al., 2004). Por outro lado, o
tratamento, in vitro, de hepatdcitos com
hormonios tireoidianos ativa enzimas
inibitorias do estimulo na fase S do
ciclo celular, por reprimirem a atividade
da ciclina - cdk2 (Alisi et al., 2004).
Além disso, o tratamento de uma
linhagem de células ductais pancreaticas
humanas com T3 interrompeu a
proliferacdo celular e aumentou o
nimero dessas células na fase GO/G1 do
ciclo celular. Além disso, evidéncias
indicaram que essas células eram
capazes de secretar maior quantidade de
insulina (Misiti et al., 2005). Também
em cé¢lulas tumorais de neuroblastoma o
T3 inibiu a proliferagdo celular e
bloqueiou a expressdo da ciclina DI
pelo tumor (Garcia-Silva e Aranda,
2004).
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Figura 3. Tire6ide das ratas do experimento 1. HE, 309,86x. A) Grupo controle, foliculos
redondos ou ovais revestidos por epitélio cuboidal. B) Grupo tratado com tiroxina, foliculos
ovais, grandes, preenchidos por grande quantidade de coldide e revestidos por epitélio
pavimentoso.

Figura 4. Glandula mamaria de ratas, no 7° dia de gestagdo, experimento 1. HE, 117x. A) Grupo
controle, ninhos de células epiteliais envoltos por grande quantidade de tecido adiposo. B)
Grupo tratado com tiroxina, ninhos de células epiteliais envoltos por grande quantidade de
tecido adiposo.
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Figura 5. Glandula mamaria de ratas, no 14° dia de gestagdo, experimento 1. HE, 119,28x. A
Grupo controle, ninhos de células epiteliais envoltos por grande quantidade de tecido adiposo.
B) Grupo tratado com tiroxina, ninhos de células epiteliais envoltos por pequena quantidade de
tecido adiposo.
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Figura 6. Glandula mamaria de ratas, no 19° dia de gestacdo, experimento 1. HE, 130x. A)
Grupo controle, supremacia de epitélio em relagdo ao tecido adiposo. B) Grupo tratado com
tiroxina com maior porcentagem de epitélio em relagdo ao grupo controle.
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Grafico 4. Porcentagem de epitélio na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de gestagéo.
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Gréfico 5: Porcentagem de tecido adiposo na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de gestacao.
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Grafico 6. Porcentagem de secrecdo na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de gestagéo.
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Grafico 7. Porcentagem de estroma na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de gestagéo.
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Gréfico 8. Namero médio de células epiteliais/‘campo com expressdo de CDC 47 na
glandula mamaria de ratas do grupo controle e do tratado com tiroxina aos 7, 14 e

19 dias de gestacéo.
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A partir  dos resultados aqui
demonstrados e com base na literatura,
mas contrariando a nossa hipdtese
inicial, conclui-se que o tratamento com
tiroxina ndo altera o indice de
proliferagao celular, mas acelera a
diferenciacdo das células epiteliais
mamarias, ja que as ratas tratadas com
tiroxina apresentaram mais
precocemente 0s primeiros sinais de
lactogénese. Como a diferenciagdo das
células do tecido mamario, a partir da
segunda  metade da  gestacdo,
caracteriza-se pela hipertrofia das
células alveolares devido ao actimulo
intracelular de lipideos e ao aumento no
nimero de reticulo endoplasmatico,
aparelho de Golgi, vesiculas secretérias
e ribossomos, como preparo para a
producdo dos constituintes do leite
(Joshi et al., 1986, Delouis ¢ Richard,

O Grupo tratado
M Grupo controle
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1993, Masso-Welch et al., 2000),
provavelmente a maior porcentagem de
epitélio na glandula mamaria das ratas
tratadas com tiroxina aos 19 dias de
gestagdo ocorreu devido a hipertrofia
das células alveolares dessas ratas,
assim como ocorreu com as células
ductais pancreaticas do experimento de
Misiti et al. (2005).

As caspases pertencem a uma familia de
proteases aspartato cisteina especifica.
A ativagdo dessas proteases € o evento
principal e irreversivel do processo de
apoptose (Marti et al., 2000). A
primeira caspase a ser ativada ¢ a
caspase 8, que desencadeia a liberacao
do citocromo ¢ da mitocondria, que por
sua vez ativa a caspase 9 e a caspase 3,
sendo que a caspase 8 pode ativar
diretamente a caspase 3. Esta caspase ¢
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considerada a mediadora chave do
processo de apoptose nas células de
mamiferos, apresenta ~ nuMeErosos
receptores citoplasmaticos e nucleares e
também ativa a caspase 6. A ativagdo
destas caspases resulta na liberacdo de
endonucleases que provocam a
fragmentacdo do DNA (Widtak, 2000).
A identificacdo da caspase 3, pela
imunoistoquimica, tem sido utilizada
para determinagdo das células em
apoptose (Stute et al., 2004).

Sabe-se que, durante a gestacdo,
também ocorre apoptose de células
epiteliais da glandula mamaria, visto
que algumas células do tecido mamario,
durante a gestagdo, expressam genes
que estdo relacionados com a apoptose

(Yi et al., 2004). No entanto, ndo se tem
estudos quantificando-se a porcentagem
de células em apoptose, na glandula
mamaria, durante a gestagdo. Observa-
se também, caréncia na literatura sobre
a ac¢ao dos hormonios tireoidianos na
apoptose, na glandula mamaria, durante
a gestacao.

A partir da expressdo de caspase 3,
pode-se inferir que o indice de apoptose
¢ relativamente baixo durante a
gestacdo e nao altera significativamente
entre os periodos estudados. Além
disso, o tratamento com tiroxina nao
alterou significativamente a taxa de
apoptose celular (grafico 9, anexo
7.1.8).

Gréfico 9. Numero médio de células epiteliais/campo com expressdo de caspase 3
na glandula mamaria de ratas do grupo controle e do tratado com tiroxina aos 7,

14 e 19 dias de gestacéao.
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5.1.4. Numero de mastécitos na
glandula mamaéria

Foi observada reducao significativa do
nimero de mastdcitos do terco inicial
para o final da gestacdo no grupo
tratado com tiroxina. No entanto, o
numero de mastocitos na glandula
mamaria ndo diferiu entre grupos aos
sete, 14 ¢ 19 dias de gestacao (FiglO,
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Tab.1). Ou seja, apesar do tratamento
com tiroxina alterar a porcentagem dos
constituintes epiteliais da glandula
mamaria ¢ de haver correlagdo negativa
entre o numero de mastdcitos e a
porcentagem de epitélio mamario
(Tab.2), a administracdo de tiroxina nao
influencia o niimero de mastocitos da
glandula mamaria durante a gestagao.



Tabela 1. Niamero médio de mastdcitos/campo na glandula mamaria de ratas
gestantes do grupo controle e do grupo tratado com tiroxina aos 7, 14 e 19 dias de

gestacao.
Grupo Numero médio de mastécitos/campo

P 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 5,89+1 4% 478+1,42 3,57+0,555
Controle 4,67+0,774 5,40+1,4%° 423+1,114

Meédias com letras maitsculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

Segundo Pery et al. (1985) e Gouon-
Evans et al. (2002), a quantidade de
mastocitos no tecido mamario diminui
com o desenvolvimento da glandula
mamaria durante a gestagdo. Acredita-
se que a histamina endogena atue como
mediadora  do  crescimento  de
carcinomas mamarios experimentais,
exercendo fun¢do no desenvolvimento e
diferenciacdo da glandula mamaria
normal de ratas (Bowrey et al., 2000).
Mas caso a histamina proveniente dos
mastdcitos aumentasse 0
desenvolvimento da glandula mamaria,
ndo seria esperada correlacdo negativa
entre estes dois componentes, tal como
observado nesse estudo.

Observa-se também, correlagdo positiva
do numero de mastocitos com a
porcentagem de estroma na glandula
mamaria (Tab.2), isto provavelmente
ocorre, visto que, 0os mastocitos sao
encontrados, na maioria das vezes,
entremeados ao tecido conjuntivo que
circunda os ductos e vasos sangiiineos.
Sendo assim, pode-se sugerir que o
nimero de mastocitos nao tenha
diferido entre grupos pelo fato do
tratamento com tiroxina nao ter alterado
a porcentagem de estroma em nenhum
periodo gestacional.

5.2. Experimento 2

5.2.1. Morfofisiologia da tiredide e
consumo de agua e de racgéo

As tiredides dos animais do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina
durante a lactacdo e apds o desmame
apresentavam-se com foliculos
redondos ou ovais, de tamanhos
variados, preenchidos por coloide
denso, e revestidos por epitélio ora
cuboidal ora pavimentoso. Nao houve
diferenca significativa na altura do
epitélio folicular da tiredide entre os
dois grupos (Fig.11, grafico 10, anexo
7.2.1).

A altura do epitélio das tiredides nos
dois grupos pode ter sido igual, apesar
do grupo tratado estar recebendo
tiroxina exdgena, devido ao estado
pouco ativo da tiredide durante a
lactacdo, ou seja, a lactacdo, por si so,
reduz a altura do epitélio (Miranda et
al., 2001). Conseqilientemente, mesmo
que a concentragdo de TSH nas ratas do
grupo tratado diminua devido a tiroxina
exogena e ao feedback negativo,
provavelmente a altura do epitélio da
tire6ide ndo diminuiu por ter atingido o
limite adaptativo maximo da glandula.
A altura média do epitélio folicular das
tiredides do grupo controle neste
segundo experimento, em todos os
periodos, foi numericamente menor do
que a altura do epitélio das tiredides do
grupo tratado com tiroxina do primeiro
experimento, onde foi utilizada
inclusive uma dose de tiroxina muito
maior.
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Mas os grupos nao lactantes tratados
com tiroxina apresentaram altura do
epitélio  folicular  significativamente
menor do que a altura do epitélio da
tiredide dos animais ndo tratados
(Fig.12, grafico 11, anexo 7.2.2). Vale
ressaltar que o manejo desses animais
foi semelhante ao dos demais animais,
inclusive quanto a dose, via e periodo
de administracao de tiroxina.

A partir do resultado da morfometria da
tire6ide partiu-se para a dosagem de T4
total plasmatica. No entanto, os animais
do grupo tratado  apresentaram
concentracao de T4 total
significativamente maior somente no
2°dia de lactacdo (grafico 12, anexo
7.2.3). E provavel que nio tenha havido
diferenga significativa na concentracao
de T4 total plasmatica entre os grupos
no 21° dia de lactacao e no 5° dia de
desmame, visto que durante a lactacdo a
concentragdo plasmatica dos hormonios
tireoidianos diminui (Jack et al., 1994,
Prado et al., 1994, Slebodzinski et al.,
1999, Ramos et al., 2000) ¢ o nimero
de receptores para T3 (Prado et al.,
1994) e a quantidade de 5’ desiodinase
na glandula mamaria aumenta, sendo
este  rearranjo  proporcional a
intensidade lactacional (Kahl et al.,
1995, Capuco et al., 1999, Slebodzinski
et al., 1999, Ramos et al., 2000).

No grupo de ratas ndo lactantes a
concentragdo de T4 livre do grupo
tratado com tiroxina somente nao foi
significativamente maior porque o

numero de cinco animais por grupo,
para dosagem hormonal, ¢ considerado
pequeno e insuficiente pela variagdo
individual (grafico 13, anexo 7.2.4).
Com base nestes resultados, optou-se
por ndo denominar os animais do grupo
tratado com tiroxina como
hipertire6ideo, apesar dos animais do
grupo tratado com tiroxina
apresentarem maior concentragao
plasmatica de T4 total no segundo dia
de lactacao.

A partir do consumo médio de agua
ingerido por animal, por dia, estimou-se
que a dose didria de tiroxina ingerida
por animal foi de 60,43ug + 8,82,
durante a indugdo e de 39,72ug + 8,85,
durante a gestagdo e lactacdo. Como
descrito anteriormente, apenas 70 a 80%
da tiroxina, administrada por via oral ¢
absorvida (Nobre et al., 2004), ou seja,
¢ provavel que a dose minima de
tiroxina absorvida tenha sido de 42,3pug
durante o periodo de inducdo e de
27,8ug durante a gestagdo e a lactagdo.
Em comparacao ao primeiro
experimento, foi realizada redugdo de
aproximadamente 32,85% na dose de
tiroxina durante a inducdo, e
posteriormente, de aproximadamente
52,14% durante a gestagdo e lactacdo.
Esta redugao foi feita com o objetivo de
se evitar a morte dos filhotes por uma
overdose tiroxina, via leite, como
ocorreu no experimento de Rosato et al.
(1992), em que os filhotes morreram
dentro de 48 horas pos-parto.

Tabela 2. Coeficiente de correlacdo entre o niumero de mastécitos da glandula
mamaria de ratas gestantes e a porcentagem de epitélio e conjuntivo.

Variavel

NuUmero de Mastocitos

Porcentagem de epitélio
Porcentagem de estroma

-0,39*
0,36*

*p<0,05
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Figura 7. Glandula mamaria de ratas, no 7° dia de gestagdo, experimento 1. Imunomarcagio
para CDC-47, estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragdo por hematoxilina de Harris,
607,86x. As células marcadas pelo anticorpo CDC-47 apresentam o nucleo com coloracdo
amarronzada. A) Grupo controle. B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.

Figura 8. Glandula mamaria de ratas, no 14° dia de gestacdo, experimento 1. Imunomarcagio
para CDC-47, estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragdo por hematoxilina de Harris,
580x. As células marcadas pelo anticorpo CDC 47 apresentam o nucleo com coloracdo
amarronzada. A) Grupo controle. B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.
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Flgura 9. Glandula mamaria de ratas, no 19° dia de gestagao experimento 1. Imunomarcag:ao
para CDC-47, estreptavidina-biotina-peroxidase, contra-coloracdo por hematoxilina de Harris,

583,57x. As células marcadas pelo anticorpo CDC-47 apresentam o nucleo com coloragdo
amarronzada. A) Grupo controle. B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.

Figura 10. Glandula mamaria de ratas, experimento 1, Giemsa, 249,43x. A) Grupo controle, 7
dias de gestagdo, grande niimero de mastdcitos/campo (setas). B) Grupo controle, 19 dias de
gestacdo, pequeno niimero de mastdcitos/campo (setas).
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Figura 11. Tiredide das ratas lactantes do experimento 2. HE, 312,43x. A) Grupo controle,
foliculos redondos ou ovais, revestidos por epitélio predominantemente pavimentoso. B) Grupo
tratado com tiroxina, foliculos redondos ou ovais, revestidos por epitélio predominantemente
pavimentoso, semelhante ao grupo controle.

ﬁ“\ L T “;" >4 b3 e £ A T v " /g N e R i . \ . }u

Figura 12. Tiredide das ratas ndo lactantes do experimento 2. HE, 312,86x A) Grupo ndo
tratado, foliculos redondos ou ovais, de tamanhos variados e revestidos por epitélio cuboidal. B)
Grupo tratado com tiroxina, foliculos ovais, grandes, preenchidos por grande quantidade de
coldide e revestidos por epitélio predominantemente pavimentoso.
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Gréfico 10. Altura média do epitélio folicular (um) das tireoides de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina no 2°e 21° dia de lactac&o e no 5° dia apds
0 desmame.
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Gréfico 11. Altura média do epitélio folicular (um) das tiredides de ratas néo
lactantes ndo tratadas e tratadas com tiroxina.
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Gréfico 12. Concentracdo plasmatica de T4 total (ug/dl) nas ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina no 2°e 21° dia de lactacéo e no 5° dia apés
0 desmame.
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Gréfico 13. Concentracdo plasmatica de T4 livre (nanog/dl) nas ratas dos grupos
nao lactante tratado com tiroxina e nao tratado.
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O consumo médio de agua, durante os
dois meses de tratamento e durante a
gestacgao, foi estatisticamente
semelhante no grupo tratado € no grupo
controle (grafico 14, anexo 7.2.5). J4 o
consumo de ragdo no grupo tratado com
tiroxina foi significativamente maior

durante a indugdo, mas semelhante ao
do grupo controle durante a gestacao
(grafico 15, anexo 7.2.5). Em
comparagdo ao primeiro experimento,
este abrandamento nos sinais clinicos ja
era de se esperar, devido a reducdo da
dose de tiroxina  administrada.

Gréfico 14. Consumo diario individual de dgua (ml) das ratas do grupo controle e
do grupo tratado com tiroxina antes e durante a gestacao.
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Grafico 15. Consumo diario individual de racdo (g) das ratas do grupo controle e
do grupo tratado com tiroxina antes e durante a gestagéo.
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5.2.2. Histomorfometria da gléandula
mamaria

No 2° e 21° dias de lactagdo a glandula
mamaria,  independentemente  dos
grupos, apresentava alvéolos muito
distendidos e repletos por secrecao
lactea e revestido por epitélio
pavimentoso. Os ductos também se
apresentavam um pouco distendidos e
as vezes repletos de secrecdo e
revestidos por epitélio
pseudoestratificado. Havia ainda
moderada quantidade de tecido adiposo
entremeado aos alvéolos. O estroma era
moderado. A andlise morfométrica
comprovou a semelhanga da glandula
mamadria entre os grupos, nao havendo
nenhuma diferenga significativa entre os
componentes estruturais (Fig. 13 e 14,
graficos 16 a 19, anexos 7.2.6-7.2.9).

No 5° dia apds o0 desmame a morfologia
e morfometria da glandula mamaria
mais uma vez ndo apresentou diferengas
significativas entre grupos (Fig. 15,
graficos 16 a 19, anexos 7.2.6-7.2.9).
Os alvéolos distribuiam-se
desorganizadamente pela secc¢ao
histologica, os lamens alveolares
apresentavam pequena quantidade de
secrecdo lactea com células epiteliais
descamadas com nucleos pequenos e
condensados ou fragmentados,
caracteristicas de apoptose. As células
do epitélio alveolar apresentam-se
cuboidais, de permeio a células
mioepiteliais e moderada quantidade de
estroma. Havia ainda grande quantidade
de tecido adiposo entremeado aos
alvéolos e moderada infiltragdo
multifocal de leucdcios, principalmente,
mastocitos, monocitos, linfocitos e
eosinofilos.

A diminuicdo na quantidade de secre¢do

que ocorre no quinto dia de desmame,
na glandula mamaria das ratas dos dois
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grupos, em relagdo ao vigésimo
primeiro dia de lactacdo, estd associada
a redug¢do do tamanho dos alvéolos,
fendbmeno normal do processo de
involugdo da glandula mamaria (Masso-
Welch et al., 2000). Embora nao tenham
ocorrido diferencas significativas entre
os grupos estudados, nota-se que em
comparagdo ao periodo de lactacio,
houve, no quinto dia de desmame,
aumento significativo da porcentagem
de epitélio somente na glandula
maméria das ratas do grupo tratado. E
provavel que este aumento esteja
relacionado ao aumento das células
mioepiteliais, que também  sdo
componentes do compartimento
epitelial presentes em maior quantidade
durante a involugdo da glandula e que
neste periodo sdo dificeis de serem
diferenciadas das outras  células
epiteliais sem 0 uso de
imunoistoquimica. Essas células
envolvem os alvéolos formando uma
barreira espessa entre o epitélio luminal
alveolar e a membrana basal (Masso-
Welch et al.,, 2000). O aumento na
quantidade de epitélio ocorrido somente
na glandula mamaria de ratas do grupo
tratado com tiroxina, sugere a
ocorréncia de involu¢do mais acelerada
na glandula destes animais.

A reducdo da porcentagem de tecido
adiposo na  glandula  mamaria,
independente do grupo, que ocorre do
segundo dia de lactagdo para o vigésimo
primeiro dia de lactacdo, esta
relacionado com o desenvolvimento da
glandula mamaria, que nas ratas
completa-se durante a lactagdo (Knight
e Peaker, 1982, Delouis e Richard,
1993). Ja o aumento na quantidade de
tecido adiposo na glandula mamaria,
que ocorre do vigésimo primeiro dia de
lactacdo para o quinto dia de desmame,
estd relacionado ao processo de
involugdo da glandula e coincide com a



diminuicdo no tamanho dos Iobulos
alveolares (Masso-Welch et al., 2000).

5.2.3. Proliferacdo celular e apoptose
no tecido mamario

O indice de proliferagio celular na
glandula ~ mamaéria  ndo  diferiu
significativamente entre os grupos, em
nenhum periodo. Mas nos dois grupos,
houve reducdo significativa da taxa de
proliferagdo no final do periodo de
lactagdo em comparagdo ao inicio, e
somente no grupo tratado, houve um
aumento significativo no numero de
células marcadas, no quinto dia de
desmame. Além disso, o aumento da
porcentagem de epitélio observado no
grupo tratado no quinto dia apds o
desmame, acompanha o aumento do

Ao contrario do primeiro experimento a
taxa de apoptose das células epiteliais
mamarias ¢ bem mais expressiva
durante a lactagdo e apos o desmame.
Embora nao tenham ocorrido diferencas
significativas entre grupos no que
concerne a taxa de apoptose no epitélio
mamario durante a lactagdo, apds o
desmame, o numero de células em
apoptose na glandula mamaria das ratas
do grupo tratado ¢ quase o dobro do
nimero encontrado na  glandula
mamaria das ratas do grupo controle,
diferindo significativamente entre os
grupos (Fig. 19, grafico 21, anexo
7.2.11). A partir deste resultado,
conclui-se que o tratamento com
tiroxina acelera o processo de involugdo
da glandula mamaria. Mas ¢ importante
ressaltar que este processo nao se
caracteriza somente pela regressdo dos
elementos epiteliais por apoptose, mas
também engloba o processo de
remodelamento glandular, que estd
associada ao aumento da degradacao
proteolitica (Furlong et al., 1996,
Accorsi et al., 2002).

indice de proliferacao celular (Fig. 16,
17 e 18; grafico 20; anexo 7.2.10).

Esta diminuicdo no nimero de células
epiteliais que expressam o CDC-47 com
21 dias de lactagdo provavelmente
ocorreu devido a menor concentracao
sérica de prolactina e GH nas ratas neste
periodo.  Estes  hormoénios  estdo
relacionados com a habilidade materna
e sdo importantes fatores sobreviventes
para as células epiteliais da glandula
mamaria (Accorsi et al., 2002, Varas et
al., 2002). Como os filhotes neste
periodo ja estdo com idade para
desmamar, a concentracao sérica desses
hormoénios provavelmente ja era menor,
ndo ocorrendo assim, estimulo para a
proliferacdo das células, e sim, para a
apoptose.

Varas et al. (2002) encontraram maior
expressao de SGP-2, gene relacionado a
apoptose, na glandula mamaria de ratas
hipertiredideas, no décimo quarto e no
vigésimo primeiro dia de lactacdo. No
vigésimo primeiro dia de lactacdo
também foi observado maior numero de
células em apoptose na glandula
mamaria de ratas hipertiredideas,
confirmados pela reagdo de Tunel. No
entanto, neste experimento, ndo houve
diferenca significativa com relacdo a
expressdo de caspase 3 nas células do
epitélio mamario no final da lactacdo.
Provavelmente isso se deve a diferenca
na dose de tiroxina utilizada.

5.2.4. Quantificacdo do numero de
mastocitos.

Nao foi observada diferenca
significativa entre grupos no que
concerne ao numero de mastocitos na
glandula mamaria durante a lactagdo e
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ap6s o desmame (Fig. 20, Tab.3). Ao
contrario do que foi observado no
experimento 1, o numero de mastocitos
apresentou correlacdo positiva com a
porcentagem de epitélio da glandula e
ndo apresentou correlacio com a
porcentagem de estroma (Tab.4). Além
disso, somente no grupo tratado com
tiroxina a porcentagem de epitélio e o
nimero de mastocitos foram
significativamente maior no quinto dia
de desmame em comparagdo aos
periodos anteriores. Estes achados
corroboram com Peryt et al. (1985) e
Gouon-Evans et al. (2002), que
observaram que o niimero de mastdcitos
na  glandula mamaria  aumenta
gradualmente a partir de 48 horas apds a
lactagdo até a involugdo da glandula.

5.2.5. Comportamento Materno

As maes do grupo controle mantinham
os seus filhotes sempre bem juntos e no
centro de um ninho bem formado.
Quando um filhote se separava dos
demais, a mae do grupo -controle
prontamente se preocupava em coloca-
lo junto aos outros, diferindo-se da mae
tratada com tiroxina. Apesar destas
observagoes, nao houve diferenca
significativa no que se refere ao
comportamento das maes entre os dois
grupos. Isto provavelmente ocorreu
porque nao se quantificou o numero de
filhotes frios ou sujos, mas sim, a
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presenca ou a auséncia de algum filhote
frio ou sujo na ninhada (Tab. 5 e 6).

Esta observagao quanto ao
comportamento materno era esperada,
visto que, a dose de tiroxina fornecida
aos animais foi menor que a dose do
experimento de Rosato et al. (1992), no
qual as maes hipertiredideas
apresentaram inadequada habilidade
materna, os filhotes ndo ganharam peso
e vieram a obito dentro de 48 horas pds-
parto. No entanto a dose utilizada aqui
foi maior que a de outro estudo (Varas
et al, 2002), no qual as maes
hipertire6ideas  ndo  apresentaram
alteracdo no comportamento materno,
mas seus filhotes apresentaram menor
peso durante a amamentacdo, quando
comparados com os filhotes das maes
eutiredideas.

Para se avaliar a habilidade materna
criteriosamente, o peso dos filhotes
deve ser considerado, entretanto, uma
avaliagdo mais adequada leva em
considera¢do o sexo dos filhotes, visto
que, os machos, na maioria das vezes,
sdo mais pesados ¢ o tamanho da
ninhada. Esta avaliacdo nao foi feita no
experimento de Varas et al. (2002), e
por isto, foi realizada neste experimento
que também avaliou o peso dos filhotes
a cada 48 horas, durante todo o periodo
de amamentagao.
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Figura 13. Glandula mamadria de ratas, 2° dia de lacta¢do, experimento 2. HE, 257,71x. A)
Grupo controle, alvéolos distendidos, revestidos por epitélio pavimentoso. B) Grupo tratado
com tiroxina, alvéolos distendidos, revestidos por epitélio pavimentoso semelhante ao grupo
controle.

Grupo controle, alvéolos distendidos, revestidos por epitélio pavimentoso. B) Grupo tratado
com tiroxina, alvéolos distendidos, revestidos por epitélio pavimentoso semelhante ao grupo
controle.
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Gréfico 16. Porcentagem de secrecdo na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina no 2°e 21° dia de lactacéo e no 5° dia apés
0 desmame.
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Grafico 17. Porcentagem de epitelio na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina no 2°e 21° dia de lactacdo e no 5° dia ap6s
0 desmame.
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Grafico 18. Porcentagem de tecido adiposo na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado com tiroxina no 2°e 21° dia de lactac&o e no 5° dia apds
0 desmame.
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Grafico 19. Porcentagem de estroma na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e tratado com tiroxina no 2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia apds o
desmame.
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Grafico 20. Numero médio de células epiteliais/campo com expressdo de CDC 47
na glandula mamaria de ratas do grupo controle e do grupo tratado com tiroxina
no 2°e 21° dia de lactacao e no 5° dia apos o desmame.
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Grafico 21. Namero médio de células epiteliais/‘campo com expressao de caspase 3
na glandula mamaria de ratas do grupo controle e do grupo tratado com tiroxina
no 2°e 21° dia de lactacdo e no 5° dia ap6s o desmame.
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Figura 15. Glandula mamaria de ratas, 5° dia de desmame, experimento 2. Tricromio de
Masson, 259,14x. A) Grupo controle, alvéolos distribuidos desorganizadamente, limens
alveolares com secregdo lactea e pequena quantidade de tecido adiposo. B) Grupo tratado com
tiroxina, alvéolos distribuidos desorganizadamente, limens alveolares com secrecdo lactea e
moderada quantidade de tecido adiposo entremeado aos alvéolos.

Figura 16. Glandula mamaria de ratas, no 2° dia de gestagdo, experimento 2. Imunomarcagdo
para CDC-47, estreptoavidina-biotina-peroxidase, contra-coloracdo por hematoxilina de Harris,
615,71x. As células marcadas pelo anticorpo CDC 47 apresentam o niicleo com coloracdo
amarronzada. A) Grupo controle, B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.
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Figura 17. Glandula mamaria de ratas, no 21° dia de gestagdo, experimento 2. Imunomarcagio
para CDC-47, estreptoavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragdo por hematoxilina de Harris,
607,86x. As células marcadas pelo anticorpo CDC-47 apresentam o nucleo com coloragdo
amarronzada. A) Grupo controle, B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.

Figura 18. Glandula mamaria de ratas, no 5° dia de desmame, experimento 2. Imunomarcagio
para CDC-47, estreptoavidina-biotina-peroxidase, contra-coloracdo por hematoxilina de Harris,
587,14x. As células marcadas pelo anticorpo CDC-47 apresentam o ntcleo com coloracio
amarronzada. A) Grupo controle, B) Grupo tratado com tiroxina semelhante ao grupo controle.
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Tabela 3: NUmero médio de mastdcitos na glandula mamaria de ratas gestantes do
grupo controle e do grupo tratado com tiroxina no 2° e 21° dia de lactacgdo e no 5°

dia apds o desmame.

NUmero médio de mastocitos

Grupo

20 dia L 21°dia L 5° dia DE
Tratado 4,51+1,01% 4724225 8,22+1,3%
Nio tratado 4,75+0,98" 5,66+2,214° 6,84+2,254°

Meédias com letras maitsculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

Tabela 4: Coeficiente de correlacdo entre o nimero de mastécitos na glandula
mamaria de ratas gestantes e a porcentagem de epitélio e de estroma durante e

apos a lactacao.

Variavel

NUmero de Mastocitos

Porcentagem de epitélio

Porcentagem de estroma

0,4251*
-0,1721

#p<0,05

5.2.6. Desenvolvimento dos Filhotes

Como neste experimento a dose de
tiroxina utilizada foi bem menor que a
dose utilizada no experimento de
Rosato et al. (1992), o risco da indugdo
de hipertireoidismo nos filhotes foi bem
menor, o que poderia influenciar
negativamente nossos resultados. O
peso médio dos filhotes machos e
fémeas das maes tratadas com tiroxina
ndo diferiu significativamente do peso
médio dos filhotes machos e fémeas das
maes ndo tratadas, em nenhum periodo.
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No grupo de maes tratadas com
tiroxina, o peso médio dos filhotes
fémeas, no décimo sétimo dia de
amamentagdo, foi significativamente
menor em comparagdo ao peso dos
filhotes machos (Grafico 22, anexo
7.2.12). Essa diferenca comprova a
importancia de se considerar o sexo do
filhote na avaliagdo do peso. No
experimento de Varas et al. (2002), por
exemplo, a ninhada das maes
hipertiredideas poderia apresentar maior
nimero de fémeas, e por isto, foi
encontrado menor peso da ninhada.



Figura 19. Glandula mamaria de ratas, no 5° dia de desmame, experimento 2. Imunomarcagio
para caspase-3, estreptoavidina-biotina-peroxidase, contra-coloragdo por hematoxilina de
Harris, 583,57x. As células marcadas pelo anticorpo anti-caspase 3 apresentam o nucleo € o
citoplasma com coloracdo amarronzada (setas). A) Grupo controle, pequeno numero de células
marcadas. B) Grupo tratado com tiroxina, grande nimero de células marcadas.

Figura 20. Glandula mamaria de ratas, experimento 2. Giemsa, 615,71x. A) Grupo controle, 2°
dia de lactagdo, pequeno niimero de mastocitos/campo (setas). B) Grupo controle, 5°dia de
desmame, grande numero de mastocitos/campo (setas).
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Tabela 5. Avaliacdo das mées tratadas ou ndo com tiroxina quanto a higienizagéo

dos filhotes.
Higienizacao dos filhotes
Grupo F_llhotoes _Ausenug de . Total de Porcentaqem de
sujos/n® de filhotes sujos/n ~ observacoes de
< ~ observacoes ; .
observacoes de observacoes filhotes sujos.
Tratado 5 247 252 1,98%
Controle 2 208 210 0,95%

X2=1,52 (P>0,05)

Tabela 6. Avaliagdo das maes tratadas ou ndo com tiroxina quanto ao aquecimento

dos filhotes.

Higienizagdo dos filhotes

. T Auséncia de Porcentagem de
Grupo I:jlelzhootfseszrf\;;%%/:s filhotes frios~/n° de ob—l;g:?/ggges ok?servagﬁe_s de
observacoes filhotes frios.
Tratado 7 245 252 2,78%
Controle 4 206 210 1,9%

X2=2,38 (P>0,05)

Como ndo houve diferenca no peso
médio dos filhotes entre o grupo tratado
com tiroxina e ndo tratado, pode-se
concluir que as maes tratadas com
tiroxina apresentaram adequada
habilidade materna, apesar da diferenca
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observada no cuidado dessas maes com
os filhotes. Além disso, ndo houve
diferenca entre grupos com relacdo a
idade de abertura dos olhos dos filhotes
(Gréfico 23, anexo 7.2.28).



Grafico 22. Peso médio ajustado (g) dos filhotes machos e fémeas de maes do grupo
controle e tratado com tiroxina do 1° ao 21° dia de idade.
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Graéfico 23. Idade média (dias) de abertura dos olhos dos filhotes de méaes controle
e tratadas com tiroxina.
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6. CONCLUSOES

6.1. O tratamento com tiroxina acelera o
desenvolvimento da glandula mamaria
durante a gestagdo, sem alterar o indice
de proliferacdo ¢ a taxa de apoptose das
células epiteliais.

6.2. O tratamento com tiroxina induz
maior  diferenciacdo  das  células
epiteliais da glandula mamaria, com
conseqiiente  lactogénese  precoce
durante a gestacao.

6.3 Durante a lactagdo, o tratamento
com tiroxina ndao  altera  as
caracteristicas histomorfométricas, o
indice de proliferacio e a taxa de
apoptose da glandula mamaria.

6.4. Apo6s o desmame, o tratamento com
tiroxina aumenta a taxa de apoptose,
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acelerando o processo de involucdo da
glandula mamaria.

6.5 O niimero de mastocitos na glandula
mamaria, durante a gestacdo, apresenta
correlagdo negativa com a porcentagem
de epitélio e correlacdo positiva com a
porcentagem de estroma. Entretanto,
durante a lactagcdo e apds o desmame o
numero de mastocitos tem correlagao
positiva com a porcentagem de epitélio.

6.6 O tratamento com tiroxina ndo
altera o numero de mastdcitos na
glandula mamaria em nenhum dos
periodos estudados.

6.7 O tratamento com tiroxina nao
altera a habilidade materna, ja4 que nao
causa alteragdo do peso médio e da
idade de abertura dos olhos dos filhotes.
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8. ANEXOS

8.1 Anexos do experimento 1

8.1.1 Média e desvio padrdo da altura do epitélio folicular (um) das tiredides de
ratas gestantes tratadas e ndo tratadas pela tiroxina.

Altura do epitélio folicular (um)

r - - -
Grupo 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 7,95+0,875° 7,6+0,335%° 7,84+0,5424°
Controle 14,37+0,825" 15,15+1,014 13,37+0,18%

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.1.2 Média e desvio padrdo do consumo diério individual de 4gua (ml) e de racéo
(9) nos grupos controle e tratado durante o periodo de tratamento e gestagio

Variaveis Grupo

Controle Tratado
Consumo de agua/antes da gestagao 295+ 1,118 40,14 + 3,53%
Consumo de ragdo/antes da gestacao 17,2 + 0,528 20,43 + 1,214
Consumo de agua/durante a gestagao 374+5218 55,01 £9,76"
Consumo de ragdo/durante a gestacao 19,9 +2.97° 24,07 +3,14%

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).

8.1.3 Porcentagem de epitélio na glandula maméria de ratas do grupo tratado e do
grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao

Porcentagem de epitélio

Grupo 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 16,75 + 4,2 36,2 £9,15% 65,84 + 8,897
Controle 13,61 + 4,7 28,76 + 4,685 4221 + 4,85

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.1.4 Porcentagem de tecido adiposo na glandula mamaria de ratas do grupo
tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao

Porcentagem de tecido adiposo

Grupo

7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 70,6 + 4,9 52,08 + 11,585° 21,20 +7,57°
Controle 74,29 + 7,837 63,11 + 7,844° 51,26 + 3,838

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).
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8.1.5 Porcentagem de secrecdo na glandula mamaria de ratas do grupo tratado e
do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao

Porcentagem de secrecdo

Grupo

7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 0+ 0,005 1,86 + 1,595 7,68 + 2,227
Controle 0+ 0,005 0,46 + 0,595 2,33 + 1,394

Meédias com letras maitsculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nio diferem entre si (P>0,05).

8.1.6 Porcentagem de estroma na glandula mamaria de ratas do grupo tratado e do
grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao

Porcentagem de estroma

r - " -

Grupo 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 12,65+1,8% 9,86+1,77" 5,28+2.9352
Controle 12,08+3,85% 7,713,775 4,15+1,555

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.1.7 Numero de células epiteliais com expressdo de CDC 47 na glandula mamaria
de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao

NUmero médio de células marcadas

Grupo 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 154,2426,78" 76,16+38,985% 79,88+27,485°
Controle 139,02417,34" 58,72+13,92B° 52,53+13,5%

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.1.8 Numero médio de células epiteliais/campo com expressdo de caspase 3 na
glandula mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias
de gestacédo

NUmero médio de células marcadas

Grupo - . -

P 7 dias 14 dias 19 dias
Tratado 2,63+1,76™ 3,0£1,24% 3,842,537
Controle 1,900,474 401,474 5,143,865

Meédias com letras maiusculas iguais na linha e letras minusculas iguais na coluna néo diferem entre si (P>0,05).
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8.1.9 Analise de variancia da altura do epitélio folicular das tiredides de ratas do
grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacao.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 32 368,64 - - -
Tratamentos 5 352,33 70,465 116,62 0,4438
Erro 27 16,315 0,6042 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 6,81%

8.1.10 Analise de variancia do consumo diario de agua de ratas do grupo tratado e
néo tratado.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 21 2855 - - -
Tratamentos 3 1970,8 656,92 13,372 0,0001
Erro 18 884,28 49,13 - -

Coeficiente de variagdao (CV) =11,05%

8.1.11 Analise de variancia do consumo diério de racao de ratas do grupo tratado e
nao tratado.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
%0 | iberdade Quadrados Meédio

Total 21 262 - - -
Tratamentos 3 127,9 42,634 5,722 0,0062
Erro 18 134,1 7,45 - -

Coeficiente de variagao (CV) =9,59%

8.1.12 Andlise de variancia da porcentagem de epitélio na glandula mamaria de
ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacéo.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 32 10935 - - -
Tratamentos 5 9880.,4 1976,1 50,568 0,3754
Erro 27 1055,1 39,078 - -

Coeficiente de variagdao (CV) = 20,96%
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8.1.13 Analise de variancia da porcentagem de tecido adiposo na glandula
mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de

gestacao.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 11314 - - -
Tratamentos 5 9802,3 1960,5 35,005 0,3073

Erro 27 1512,1 56,005 - -
Coeficiente de variagao (CV) = 15,88%

8.1.14 Analise de variancia da porcentagem de secre¢do na glandula mamaria de
ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de gestacéo.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
%30 | iberdade Quadrados Meédio

Total 32 2629 - - -
Tratamentos 5 221,81 44363 29,154 0,0001
Erro 27 41,08 1,522 - -

Coeficiente de variagdo (CV) =75,51%

8.1.15 Analise de variancia da porcentagem de tecido conjuntivo na glandula
mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de

gestacao.

Fontes de Variagao G_raus de Somade Qua(,jrfado Teste F Significancia
Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 562,01 - - -

Tratamentos 5 353,98 70,797 9,189 9,189

Erro 27 208,03 7,705 - -

Coeficiente de variagdao (CV) = 34,15%

8.1.16 Analise de variancia do numero médio de células marcadas pelo anticorpo
CDC-47 na glandula mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos 7,

14 e 19 dias de gestacao.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 52972 - - -
Tratamentos 5 68847 10594 18,019 0,2047
Erro 27 15875 587,96 - -

Coeficiente de variagdo (CV) =27,47%
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8.1.17 Analise de variancia do niumero médio de células marcadas pelo anticorpo
Caspase 3 na glandula maméria de ratas do grupo tratado e do grupo controle aos
7, 14 e 19 dias de gestacao.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 30 145,47 : - -
Tratamentos 5 35,208 7,042 1,597 0,0066
Erro 25 110,26 4,410 - -

Coeficiente de variagao (CV) =51,85%

8.1.18 Analise de variancia do numero médio mastocitos na glandula mamaria de
ratas gestantes do grupo tratado e do grupo controle aos 7, 14 e 19 dias de

gestacao.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 32 56,44 - - -
Tratamentos 5 18,429 3,686 2,618 0,5634
Erro 27 38,011 1,408 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 23,64%

8.2 Anexos do experimento 2

8.2.1 Altura do epitélio folicular das tiredides de ratas do grupo controle e tratado
no 2°e 21° dia de lactacdo e no 5° dia ap6s o desmame

Altura do epitélio folicular (um)

Grupo 20 dia L 210 dia L 50 dia DE
Tratado 5,04+0,56°" 7,78+1,34" 6,98+0,66"
Controle 4,9+1,035 6,780,824 6,56+0,02"

Meédias com letras maiusculas iguais na linha e letras minusculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.2 Altura do epitélio folicular das tiredides de ratas do grupo nado lactante
tratado e ndo tratado.

Grupo Altura do epitélio folicular (um)
N3ao gestante tratado 6,16+1,12°
N3ao gestante ndo tratado 14,55+1,429°

Médias com letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).
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8.2.3 Concentragdo serica de T4 total do soro de ratas do grupo tratado e controle.

Concentracdo sérica de T4 total (MCG/DL)

Grupo 20 dia L 21 dia L 59 dia DE
Tratado 4.740.36° 3.26:2.13° 6.0241.19°
Controle 3.33+0,71" 3.46:£0,72° 6.58+1,01°

Meédias com letras minusculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.4 Concentracdo sérica de T4 livre do soro de ratas do grupo ndo lactante
tratado e do grupo néo lactante ndo tratado.

Grupo Concentracdo sérica de T4 livre (NANOG/DL)
N3o lactante tratado 2,04+0,199°
N3o lactante ndo tratado 1,73+0,352"

Me¢édias com letras minusculas iguais na coluna néo diferem entre si (P>0,05).

8.2.5 Média e desvio padrédo do consumo diario individual de agua (ml) e de racéo
(9) nos grupos controle e tratado durante o periodo de inducdo e gestacdo e
lactacéo

Variaveis Grupo

Controle Tratado
Consumo de agua/antes da gestagao 32,21 + 4,26A 37,98 + 2,44A
Consumo de ragdo/antes da gestacao 18,98 + 0,478 20,28 + 0,34*
Consumo de 4gua/gestacio 4551 + 8,8" 45,44 + 5,96%
Consumo de ragdo/gestacao 24,24 + 3,66" 24,28 +2,68*

Meédias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).

8.2.6 Porcentagem de secrecdo na glandula mamaria de ratas do grupo controle e
tratado no 2°e 21° dia de lactagdo e no 5° dia apds o desmame

Porcentagem de secrecao

Grupo

20 dia L 21° dia L 5° dia DE
Tratado 31,67+11,914° 41,4+8,627° 4,17+4,87%
Controle 33,33+11,39%° 43,4+12,3" 10,249,525

Meédias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.7 Porcentagem de epitélio na glandula mamaria de ratas do grupo controle e do
grupo tratado no 2°e 21° dia de lactag&o e no 5° dia apds o desmame

Porcentagem de epitélio

Grupo 20 dia L 210 dia L 59 dia DE
Tratado 18,8+3,31%* 25,54+3,07°° 36,37+3,39"
Controle 22,4248 674 24,64+6,17" 30,02+3,424°

Meédias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).
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8.2.8 Porcentagem de tecido adiposo na glandula mamaria de ratas do grupo
controle e do grupo tratado no 2°e 21° dia de lactag&o e no 5° dia apds o desmame

Porcentagem de tecido adiposo

Grupo 20 dia L 210 dia L 59 dia DE
Tratado 28,68+9.215 1,14+0,77%* 41,65+8,217%
Controle 30,5+12,97% 3,2+3,96 43,92+10,68"

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.9 Porcentagem de estroma na glandula mamaria de ratas do grupo controle e
do grupo tratado no 2°e 21° dia de lactacéo e no 5° dia apés o desmame

Porcentagem de estroma

Grupo 20 dia L 210 dia L 59 dia DE
Tratado 20,82+7,14% 31,746,57" 17,85+4,595
Controle 13,88+5,925° 28,62+11,814° 15,86+2,65

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintsculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.2.10 Numero médio de células epiteliais/campo com expressdo de CDC 47 na
glandula mamaria de ratas do grupo controle e do grupo tratado no 2°e 21° dia de
lactacdo e no 5° dia apds o desmame

NUmero médio de células

Grupo 20 dia L 210 dia L 59 dia DE
Tratado 99,62+49 447 10,5+1,9%° 84,43+22 177
Controle 95,89+36,88"° 42,77+19,928° 72,35+20,32482

Meédias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintisculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).

8.2.11 Numero médio de células epiteliais/campo com expressdo de caspase 3 na
glandula mamaria de ratas do grupo controle e do grupo tratado no 2°e 21° dia de
lactacdo e no 5° dia apds o desmame

NUmero médio de células

Grupo 20 dia L 219 dia L 59 dia DE
Tratado 16,15+3,25 10,28+1,435 23,95+7,714°
Controle 12,73+2,84% 9,42+42 714 12,64+3,024°

Médias com letras maiusculas iguais na linha e letras mintsculas iguais na coluna nao diferem entre si (P>0,05).
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8.2.12 Média, em gramas, dos filhotes de cada sexo de dentro de cada grupo, a
partir do primeiro dia de nascimento, e posteriormente, a cada 48 horas até o dia
de desmame, quando os filhotes estavam com 21 dias.

Grupo Tratado Grupo Controle
Dia Machos _ I_:émeas _ Machos _ I_:émeas _
Média Meédia Média Média Média Média Média Média
ajustada ajustada ajustada ajustada

6,54+0,47 6,53 6,27+0.4 6214 6,6+0,55  6,64" 6,25+0,51 6,29

8,15+0,9 8,14*®  803+0,62 7,98 8,65+0,81 8,68" 8,13+0,65 8,16°°

1
3

5  11,17+1,63 10,95% 11,01+1,42 10,65* 11,41+£1,3 11,32%  11,07+1,49 10,98
7 13,88+2,12 13,88"  13,55+1,83 13,3" 14,28+1,87 14,43"  13,54+1,54 13,69"

9 17,83+2,44 17,83 16,77+2,69 16,77  17,54+2,86 17,54 16,97+2.,48 16,97"

11 23,02+4,41 22,77  22,03£4,42 21,25"  21,0243,54 21,62*  20,53+2,98 21,13*

13 26,55+4,98 2625 25424502 24,39%  2434+451 25,11% 23,47+4,09 2424%

15 29.13+4,59 28,76" 2824+4.75 26,95  28,04+6,05 29.01°  26,98+54 27,95"

17  32,64528 32.12%  31,53+6,19 29,87°  31,41+£7,66 32,66"  30,23+7,03 31,48"B

19 36,52+6,94 3591% 3574+7.17 33,64  35.46+10,1 37,03* 343149 35,88"

21 42,5748,09 42,57%  412+7.78 41,2% 40,79+11,85 40,79*  39,7+10,32 39,7%

Meédias com letras maiusculas iguais na linha ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.13 Idade média de abertura dos olhos dos filhotes de mées do grupo controle e
do grupo tratado.

Grupo Idade (dias)
Tratado 13,65+0,87*
Controle 13,94+0,81°

Médias com letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si (P>0,05).

8.2.14 Andlise de variancia da altura do epitélio folicular das tiredides de ratas do
grupo tratado e do grupo ndo tratado no 2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia de
desmame.

Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia

Fontes de Variagao Liberdade Quadrados Meédio

Total 29 49,849 - - R
Tratamentos 5 32,486 6,497 8,981 0,0525
Erro 24 17,362 0,7264 - -

Coeficiente de variagdao (CV) = 11,86%
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8.2.15 Andlise de variancia da altura do epitélio folicular das tiredides de ratas do
grupo nao gestante tratado e ndo tratado.

.~ Grausde Teste F Significancia
Fontes de Variagao Liberdade

Total 9 - -
Tratamentos 1 1,596 0,3308
Erro 8 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 14%

8.2.16 Analise de variancia da concentracao sérica de T4 total do soro de ratas do
grupo tratado e controle.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 91,250 - - -
Tratamentos 5 56,776 11,355 8,893 0,0174
Erro 27 34,474 1,277 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 25,04%

8.2.17 Andlise de variancia da concentracao sérica de T4 livre do soro de ratas do
grupo ndo gestante tratado e do grupo ndo gestante néo tratado.

.~ Grausde TesteF Significancia
Fontes de Variagao Liberdade

Total 9 - -
Tratamentos 1 3,133 0,1473
Erro 8 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 15,05%

8.2.18 Analise de variancia do consumo diario de agua de ratas do grupo tratado e
do grupo néo tratado no 2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
%0 | iberdade Quadrados Médio

Total 22 1385,2 - - -
Tratamentos 3 540,81 180,27 4,056 0,0219
Erro 19 844,36 44,44 - -

Coeficiente de variagdo (CV) = 13,02%
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8.2.19 Analise de variancia do consumo diério de racao de ratas do grupo tratado e
do grupo néo tratado no 2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 22 248,53 - - -
Tratamentos 3 103,34 34,446 4,508 0,015
Erro 19 145,19 7,641 - -

Coeficiente de variagao (CV) =7,57%

8.2.20 Analise de variancia da porcentagem de secrecdo na glandula mamaria de
ratas do grupo tratado e do grupo nédo tratado no 2° e 21° dia de lactagéo e no 5°

dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
%30 | iberdade Quadrados Meédio

Total 32 10035 - - -
Tratamentos 5 7292,3 1458.5 14,357 0,533
Erro 27 27427 101,58 - -

Coeficiente de variagdao (CV) = 55,18%

8.2.21 Analise de variancia da porcentagem de epitélio na glandula mamaria de
ratas do grupo tratado e do grupo nédo tratado no 2° e 21° dia de lacta¢éo e no 5°

dia de desmame.

Fontes de Variagao G_raus de Somade Qua(,jrfado Teste F Significancia
Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 1846,7 - - -

Tratamentos 5 1121,8 224,36 8,357 0,1134

Erro 27 724,89 26,848 - -

Coeficiente de variagdao (CV) =19,01%

8.2.22 Analise de variancia da porcentagem de tecido adiposo na glandula
mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo ndo tratado no 2° e 21° dia de

lactacéo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 11049 - - -
Tratamentos 5 8925 1785 22,695 0,0016
Erro 27 2123,6 78,65 - -

Coeficiente de variagdao (CV) = 46,98%
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8.2.23 Analise de variancia da porcentagem de tecido conjuntivo na glandula
mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo ndo tratado no 2° e 21° dia de
lactacéo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
¢ Liberdade Quadrados Meédio

Total 32 2651,5 - - -
Tratamentos 5 1358.,2 271,64 5,671 0,127
Erro 27 1293,3 47,9 - -

Coeficiente de variagdo (CV) =26,82%

8.2.24 Analise de variancia do numero médio de células marcadas/campo pelo
anticorpo CDC 47 na glandula mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo néo
tratado no 2° e 21° dia de lactacéo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 32 56709 - - -
Tratamentos 5 31974 6394,7 6,980 0,0004
Erro 27 24735 916,12 - -

Coeficiente de variagao (CV) = 34,18%

8.2.25 Analise de variancia do numero médio de células marcadas pelo anticorpo
Caspase 3 na glandula mamaria de ratas do grupo tratado e do grupo néo tratado

no 2° e 21° dia de lactacdo e no 5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 31 1978,3 - - -
Tratamentos 5 1523,1 304,63 17,4 0,0232
Erro 26 455,9 17,507 - -

Coeficiente de variagdo (CV) = 23,48%

8.2.26 Analise de variancia do numero médio de mastocitos na glandula mamaria
de ratas do grupo tratado e do grupo ndo tratado no 2° e 21° dia de lactacdo e no

5° dia de desmame.

Fontes de Variacio Grausde Somade Quadrado Teste F Significancia
30 | iberdade Quadrados Médio

Total 32 142,93 - - -
Tratamentos 5 65,262 13,052 4,538 0,2207
Erro 27 77,665 2,876 - -

Coeficiente de variagdo (CV) = 29,74%
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8.2.27. Andlise de variancia do peso médio dos filhotes de mées do grupo tratado e
do grupo néo tratado.

Soma de Soma de Soma de
Dia Fo_nte~s de_ Gl quadrados do guadrados do  produtos: peso x CV
Variagao/dia tamanho da tamanho da (%)
peso . .
ninhada ninhada
Total 42 9,99 544,05 -28.91
1 Trat 3 0,89 18,95 1,5 6,86
erro 39 9,1 525,1 -30,41
Total 42 24,7 576,05 -24,55
3 Trat 3 2,42 16,07 4,07 8,98
erro 39 22,28 559,98 -28,62
Total 42 85,21 580,47 -99,37
5 Trat 3 0,74 17,87 2,49 11,83
erro 39 84,47 562,6 -101,86
Total 42 138,55 578,65 -173,88
7 Trat 3 3,74 12,35 3,47 15,06
erro 39 134,76 566,3 -177,35
Total 42 276,35 588,75 -301,46
9 Trat 3 7,67 22,37 4,51 9,55
erro 39 268,68 566,38 -305,97
Total 42 641,2 547,86 -399,98
11 Trat 3 38,72 29,3 -24.77 13,44
erro 39 602,48 518,56 -375,21
Total 42 915,99 542,42 -539,72
13 Trat 3 56,2 26,06 -27,41 12,19
erro 39 859,79 516,36 -512,31
Total 42 1075,81 542,42 -655,6
15 Trat 3 24,46 26,06 -14.4 9,22
erro 39 1051,35 516,36 -641,2
Total 42 1704,59 542,42 7,79
17 Trat 3 29,53 26,06 -16,01 9,73
erro 39 1675,06 516,36 -1041,78
Total 42 2721,59 338,79 -1057,79
19 Trat 3 25,91 7,29 -16,01 17,75
erro 39 2695,68 331,5 -1041,78
Total 42 3586,11 542,42 -1199,15
21 Trat 3 44,37 26,06 -19,46 11,49
erro 39 3541,74 516,36 -1179,69
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8.2.28 Analise de variancia da idade de abertura dos olhos dos filhotes de ratas do
grupo tratado e do grupo néo tratado.

82

.~ Grausde Teste F Significancia
Fontes de Variagao Liberdade

Total 21 - -
Tratamentos 1 1,153 0,4221
Erro 20 - -

Coeficiente de variacdo (CV) = 6,19%



