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a morfologia do cértex da adrenal.

Influéncia da pineal sobre

RESUMO: Varias glandulas interferem na produgéo e secregdo dos hormonios corticais da
adrenal e, como previamente demonstrado por diversos estudos, a pineal exerce efeito inibitorio
sobre tais horménios. A pinealectomia aumenta o nivel dos horménios do cértex e promove modi-
ficagdes morfoldgicas no cortex, tais como, diminuigdo da atividade mitética e hipertrofia da cortical.
A finalidade do presente estudo foi verificar a influéncia da pinealectomia, em ratos, sobre a
morfologia das glandulas adrenais. Foram selecionados 4 grupos de animais, um grupo-controle
normal, um submetido a cirurgia ficticial, dois pinealectomizados, sacrificados em intervalos de
tempo diferentes. Realizou-se analise morfométrica e da proliferagédo celular das camadas corticais
das adrenais. O estudo morfométrico demonstrou aumento da camada fasciculada dos animais
pinealectomizados, em relagéo as adrenais dos ratos nao pinealectomizados. Nao foi observada
proliferacao celular em qualquer dos grupos estudados. Os resultados demonstram que a pineal
exerce influéncia sobre as adrenais e a auséncia desta glandula causa aumento do peso da
adrenal por hipertrofia celular da zona fasciculada e nao por hiperplasia.

UNITERMOS: Corpo Pineal. Cortex Supra Renal. Divisdo Celular. Hipertrofia. Morfologia.

1. INTRODUCAO

As adrenais sdo glandulas endocrinas, que pro-
duzem mineralocorticoides, glicorticdides e esterdides
sexuais pelo cortex e catecolaminas pela medula(.

A secrecdo dos citados hormonios é influencia-
da por algumas glandulas, tais como a hipofise, atra-
vés do hormonio adrenocorticotréfico, estimulando o
crescimento de zonas especificas do cortex da adrenal;
a tirdide, por aumentar a taxa de inativacdo dos glico-
corticoides no figado, diminui sua concentragdo no
sangue. O estradiol, secretado pelos ovarios, parece
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também estar relacionado a producao dos horménios
do coértex da adrenal®. Além disso, estudos tém de-
monstrado a influéncia inibitoria da glandula pineal
sobre o cortex da adrenal®®).

Alguns autores sugerem que a pinealectomia
exerceria um efeito inibitorio sobre a resposta infla-
matoria® e a glandula pineal, através de interagdo com
circuito envolvendo a area septal, hipotalamo e amig-
dalas, teria efeito direto sobre o consumo de agua e
sal19, Ainda, a auséncia da pineal aumentaria a ativi-
dade da 5-alfa-redutase!V e do nivel de glicocorticoi-
des e mineralocorticdides em ratos hipertensos®. O



aumento dos hormonios corticais da adrenal, decor-
rente da pinealectomia, ¢ abolido ap6s a hipofisecto-
mia('?, Além disso, ha trabalhos, ressaltando que a
atividade mitdtica das células da medula da adrenal
pode ser alterada pela pineal, de acordo com a fase
do dia, diminuindo durante o escuro®.

Muitos estudos observaram modificagdes na
morfologia da adrenal apds pinealectomia, tais como
aumento do peso®% e diminui¢io da atividade mitotica
das células do cortex da adrenal?. Vaughan et al.,
197203 demonstraram que a hipertrofia adrenal, de-
corrente da pinealectomia e/ou da adrenalectomia
unilateral, em ratos, pode ser bloqueada pela adminis-
tragcdo de melatonina.

Diante do exposto, propde-se verificar a influ-
éncia da pinealectomia, em ratos, sobre a morfologia
das glandulas adrenais, através de estudos morfomeé-
tricos e de proliferagao celular no cortex.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecdo da Amostra e Grupos Experimen-
tais

Neste estudo, foram utilizados ratos (Rattus
norvegiccus), machos, da linhagem Wistar, com peso
corporal entre 200 a 300g, distribuidos em quatro gru-
pos de dez animais cada um, sendo dois grupos-con-
trole, N (controle normal) e CF (submetidos a cirurgia
ficticia) e dois grupos experimentais, P, (pinealecto-
mizados e avaliados entre 15 e 25 dias apés a cirur-
gia) e P, (pinealectomizados e avaliados entre 60 € 70
dias apos a cirurgia).

2.2. Pinealectomia

Para a retirada da pineal, os animais foram pe-
sados, anestesiados com pentobarbital sédico
(Nembutal, Abbot, 40mg/kg/ip). Uma pequena incisdo
foi realizada na pele, no centro da regido occipital. Apos
afastamento do seio sagital, a glandula pineal foi com-
pletamente removida por pingamento, em sua haste,
sendo procedida sutura dos planos cirurgicos. Os ani-
mais receberam, profilaticamente, injegdo de antibioti-
co (pentabidtico, Fontoura Wyeth, 0,4ml/animal/im).

A cirurgia ficticia foi realizada, seguindo-se as
mesmas etapas da pinealectomia, inclusive o procedi-
mento profilatico com antibio6tico; contudo, ndo hou-
ve retirada da glandula pineal.

2.3. Coleta do Sangue e das Adrenais

Sob anestesia inalatoria com éter, abriu-se a
caixa toracica dos animais, sendo feita pungao do ven-
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triculo esquerdo com uso de seringa, contendo anti-
coagulante (heparina sodica; Eurofarma) e agulha
hipodérmica 25 x 7mm, para coleta de 3 a S5ml de san-
gue. Apos a coleta do sangue, realizou-se perfusao no
animal, utilizando-se o mesmo orificio criado na pun-
¢do cardiaca. A perfus@o foi iniciada com solugdo
salina fisiologica (NaCl 0,9%) até o clareamento dos
orgdos e, a seguir, utilizou-se formalina tamponada a
3,7% pH 7,4 até o enrijecimento do animal. Apos a
perfusdo e morte do animal, foram feitas resseccao e
pesagem das adrenais.

2.4. Processamento Histologico das Adrenais

Para a analise morfométrica e de proliferagdo
celular das zonas corticais, as adrenais, apds sua cole-
ta, foram submetidas ao processamento histoldgico
rotineiro, para preparacgao das laminas, emblocadas em
parafina e cortadas em micrétomo, com cortes em
espessura de 5[’m. As secgdes obtidas foram secadas
em estufa a 37°C e coradas pelo método da hematoxi-
linaeosina, para a analise morfométrica, € imunoisto-
quimica, para a pesquisa da proliferacdo celular.

2.5. Analise Morfométrica

As laminas contendo os fragmentos das adre-
nais foram avaliadas quanto a espessura de cada zona
da cortical da adrenal (glomerular, fasciculada e reti-
cular).

Para a determinag@o da espessura de cada zona
do cortex da adrenal, utilizou-se microscépio de luz
comum com objetiva 10x e com a régua milimetrada,
existente no charrié do microscopio, fez-se a medi-
¢a0, sendo os resultados obtidos, expressos em mili-
metros.

2.6. Analise da Proliferacao Celular

As laminas contendo os cortes dos segmentos
das adrenais foram analisadas, ao microscopio de luz
comum, objetiva 400 x, para avaliar a proliferacdo
celular existente nas diferentes zonas do cortex des-
sas glandulas. Utilizou-se o anticorpo monoclonal
contra uma parte recombinante do antigeno Ki-67
(MIB-1, DAKO, Glostrup, Dinamarca), a uma dilui-
¢do de 1:10, através do método imunoistoquimico.

A avaliacdo da taxa de células MIB-1 positivas
foi realizada em cortes de adrenal de cada animal.

2.7. Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos dos pardmetros
morfologicos e morfométricos dos grupos P1, P2 e
CF foram comparados aos do grupo-controle normal
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pela analise de variancia. A normalidade dos dados e
homogeneidade das variancias foram verificadas a
partir dos testes Kolmogoxov-Smirnov e Barttett,
respectivamente.Para as varidveis normais e variancias
constantes foi aplicada a ANOVA paramétrica (teste
t-Studart).No caso das variaveis ndo normais foi utili-
zada a ANOVA ndo paramétrica, como o teste de
Kruskall Wallis, seguido do teste de 2* Ordem de Dunn.
Todos os testes foram considerados siginificativos,
quando p<0,05.

3. RESULTADOS

De acordo com a analise morfométrica, cons-
tatou-se que somente na zona fasciculada existe dife-
renga significante entre os grupos (normal, P1, P2 e

Tabela I: Medidas da espessura das zonas corticais da

CF) (p=0,001) (Tabelas I, II, III, IV).Nas zonas
glomerular e reticular, a variabilidade entre os grupos
nao foi significante (p=0,5 e p=0,17, respectivamente)
e, nas associacdes entre os grupos, em relagdo a zona
fasciculada, houve diferenga estatisticamente signifi-
cante entre CF e P1, CFe P2, N+ CF)e Pl e (N +
CF) e P2, sendo que as demais associagdes ndo apre-
sentaram variagao significante. Em relacdo as zonas
glomerular e reticular, a diferenga ndo existe. Além do
mais, ndo foi encontrada variagdo significante de to-
das as zonas conjuntamente entre os grupos (ver ta-
belas).

Em relagdo a analise de proliferagdo celular, ndao
se observaram células em proliferacdo, ou seja, positi-
vas para o marcador MIB-1, em qualquer das zonas
do cortex da adrenal, em todos os grupos estudados.

adrenal em milimetros no grupo controle (N)

Ratos £onas R B2 B3 R Ra RE R R& Rg R0
Glomerular 01 0,1 0.1 0.1 0,1 0.1 0,1 02 o7 0,2
F ascicular 04 0,2 04 04 04 045 04 04 or 04
Reticular o7 0,2 04 0,4 0.6 0z 04 045 03 07

Tabela ll: Medidas da espessura das zonas corticais
avaliado entre 15 e 25 dias apds a pinealectomia (P1).

da adrenal em milimetros no grupo experimental

FA1 Rz R3 R4 RS RE RT Fa e R10
Glomerular 0,1 0,1 0z 0,3 0z 0,1 0,1 0,1 02 0,1
F ascicular 048 07 0.6 07 0.6 o7 07 03 or 0,5
Reticular 045 02 0z 0,3 03 03 02 04 o7 0,4

Tabela ll: Medidas da espessura das zonas corticais da adrenal em milimetros do grupo expermental

avaiado entre 60 e 70 dias apds a pinealectomia (P3)

Ratos Zonas R RZ R3 R4 RS [ge] A7 Ra RS R0
Glamerular 0,1 0,1 0,1 01 01 0,1 01 02 01 0,3
F ascicular 04 03 04 04 04 05 04 04 07 08
Reticular 07 02 04 04 06 02 04 05 03 07
Tabela V: Medida das zonas corticais da adrenal em milimetros do grupo de cirurgia ficticia (CF)

Ratos Zonas R A2 /3 R RS Ie] A7 RS RS R0
Glarmerular 0,1 0,1 01 0,1 01 01 0,1 0.1 0,1 0,1
Fascicular 05 05 05 06 04 05 04 0,6 05 06

Reticular 05 06 04 0,3 05 0,5 0,6 0,2 04 05
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4. DISCUSSAO

De acordo com os nossos achados, apenas a
zona fasciculada sofre influéncia da glandula pineal,
em vista de a regido apresentar-se com volume
maior nos ratos pinealectomizados, avaliados 15 a 25
dias apés pinealectomia. Esses resultados estdo de
acordo com os trabalhos apresentados por Nir et
al.,1971© ¢ Kosykhv et al.,1987®), que demonstraram
aumento significativo da massa da adrenal murina
apos periodo que variou de 30 a 60 dias apds a pinea-
lectomia. Além disso, Vaughan et al., 19723 observa-
ram que a hipertrofia adrenal apos a pinealectomia
pode ser inibida por injegdes de melatonina nos ratos,
demostrando a influéncia da pineal sobre o cortex
da adrenal, o que reforca os resultados do presente
trabalho.

Influéncia da pineal sobre a morfologia do cortex da adrenal

Por outro lado, no presente estudo, ndo foram
encontradas altera¢des na proliferagdo celular em ne-
nhuma das zonas corticais da adrenal em todos os gru-
pos analisados, confirmando os achados de Zieleniewski
et al.,1986("), que detectaram, apds a pinealectomia,
decréscimo no indice de mitose das células corticais
da adrenal em comparagdo ao do grupo-controle.

Portanto, apos a andlise criteriosa dos dados da
literatura mundial com os resultados do presente estu-
do, e que demonstra alteragdes morfoldgicas no cortex
adrenal apos a pinealectomia, & possivel reforcar a
afirmag¢@o de que a glandula pineal exerce influéncia
sobre as adrenais 3. A auséncia da pineal causa au-
mento do peso da adrenal por hipertrofia celular da
zona fasciculada e ndo hiperplasia, em vista de ocor-
rer diminui¢do ou inibi¢do da proliferacdo celular do
cortex da adrenal G:6719),
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ABSTRACT: Several glands interfere in the production and secretion of adrenocortical
hormones. It has been demonstrated, by several studies, the inhibitory effect of pineal on these
hormones. Therefore, the pinealectomy increases adrenocortical levels of hormones and
promotes morphologic changes in the adrenal, such as decrement of mitotic activity and cortical
hypertrophy. The aim of this present study was to verify the influence of the pinealectomy of rats
adrenal glands. Four animals groups were selected, a control group, one submitted to sham
surgery and two pinealectomized groups, sacrificed in different periods of time. Morphometric
and cellular proliferation analysis of the adrenal cortical layers were performed. The morphometric
study demonstrated an increase in the fasciculate layer from pinealectomized animals, as
compared to control and sham surgery rats. The results showed that pineal exerts influence upon
the adrenals and the absence of the pineal promotes weight increase of the adrenal by cellular
hypertrophy, but not hyperplasia of the fasciculate layer.

UNITERMS: Pineal Body. Adrenal Cortex. Cell Division. Hypertrophy. Morphology.
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