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RESUMO: Objetivo. Neste estudo foram modulados os níveis de TSH hipofisário de ratos por tratamento farmacológico 
in vivo, para avaliação da possível perda celular por apoptose durante a involução da glândula tiróide por supressão 
de TSH. Métodos. Ratos Winstar machos (~220g peso corporal pc) foram tratados com metimazol (MTZ) 0,03% na 
água de beber por três semanas. Após este período receberam tiroxina (T4) 20 mg/100 g pc/dia intraperitonealmente 
por 1(T4-1d), 2 (T4-2d), 3 (T4-3d) e 5 (T4-5d) dias e o grupo controle (MTZ) sem tratamento com T4. Foi realizada a 
quantifição de D N A para verificação da perda celular e o valor obtido na A595 no espectofotômetro foi comparada à 
curva padrão de D N A de esperma de salmão. Resultados. O peso da tiróide (T)/100g de pc do animal e os valores de 
D N A calculados em mg/100 g de pc, Média ± SE, e a variação da quantidade de D N A (%) em comparação ao grupo 
MTZ. Na análise morfológica do tecido à microscopia óptica e eletrônica (MO e ME), os folículos dos ratos tratados 
com M T Z apresentam tirócitos altos com lúmens fechados e se observam reaparecimento gradativo dos lúmens e 
redução variada da altura das células nos tecidos com tratamento com T4. E m alguns lúmens, dos grupos tratados 
com T4 nota-se a presença de estruturas eletrondensas contendo resíduos de organelas, sendo mais freqüente 
nos tratamentos prolongados. Na região basal dos folículos aparecem esporadicamente células envolvendo fragmentos 
densos contendo cromatina intensamente condensada e resíduos de organelas (corpos apoptóticos) ou ainda 
células com cromatina condensada em meia-lua (células apoptóticas) nos grupos que receberam tratamento com 
T4. Conclusão. Nas tiróides dos animais tratados com T4 ocorre redução de D N A e observam-se estruturas 
morfológicas de apoptose à M O e ME. A perda celular por processo de apoptose contribui juntamente com a hipoplasia 
das células foliculares na involução da glândula tiróide de ratos submetidos a supressão de TSH. 

DESCRITORES; Ratos Wistar; Estudos de avaliação; Apoptose/efeitos de drogas; Tirotropina/análise; Supressão; 
Hormônios tireoidianos/análise. 
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INTRODUÇÃO 

A apoptose é um processo de deleção celular, ganhado importância na medida em que este 
com caracterização morfológica típica, que pode processo está envolvido na etiopatogenia das doenças 
ocorrer fisiologicamente e em algumas condições auto-imunes tiroidianas (Doença de Graves e Tiroidite 
patológicas1013223241 Atualmente seu estudo tem de Hashimoto), nos tumores tiroidianos, na gênese 
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do diabetes mellitus, na Doença de Alzheimer e na 
morfogênese dos animais e do homem561116172124253336" 
3845,5257,58 À microscopia óptica e eletrônica o núcleo 
da célula e m apoptose pode ter aspecto inicial em 
meia-lua, falciforme, navicular ou de corpo 
arredondado e denso. Já o citoplasma apresenta-se 
diminuído de volume e igualmente condensado. Na 
evolução do processo o núcleo pode sofrer ruptura 
com confinamento dos fragmentos nucleares 
picnóticos ("budding phenomenon"), ou ainda 
apresentar-se extremamente compactado e reduzido 
de tamanho. A apoptose termina com a perda das 
junções intercelulares sendo então a célula fagocitada 
por macrófagos ou englobada pelas células 
adjacentes3947 55 Sob aspecto bioquímico a apoptose 
decorre da ação de endonucleases, que determinam 
a fragmentação do DNA, de proteases que rompem 
o citoesqueleto e provocam a redução do volume 
celular; e de transglutaminases que originam o "cross-
linking" de proteínas citoplasmáticas2 3 41415 23 29 30 35 48 56 60 

Nos últimos anos houve grande interesse na 
comprovação da presença e caracterização de células 
apoptóticas nos tecidos de órgãos humanos e de 
animais, empregando diferentes métodos927435355 E m 
glândulas dependentes de estímulo hormonal tais 
como córtex-adrenal, ovário, útero, m a m a e próstata 
foram observadas células apoptóticas na supressão 
de seus respectivos hormônios tráficos927435355 Na 
glândula tiróide os conhecimentos sobre a 
ocorrência de apoptose em humanos e animais são 
muito limitados. Foi constatada a ocorrência do 
processo apenas e m culturas celulares tiroidianas 
in vitro porém há evidências indiretas de que o 
evento apoptótico possa ocorrer nesta 
g| A pHi|| g7,8.12,18,19,24,26,28,31,34,42,44,46,49,50,51,54,59 £ m 

humanos e animais há redução volumétrica e 
ponderai do órgão na supressão do hormônio 
tireotrófico (TSH) endógeno, não acompanhada de 
sinais do outro tipo de deleção celular, a necrose. 

No presente estudo utilizamos um modelo 
experimental e m que se promoveu inicialmente um 
crescimento da glândula tiróide por ação do TSH 
endógeno com emprego de metimazol (MTZ). Na 
seqüência do experimento provocou-se u m a 
redução ponderai e volumétrica da glândula por 
supressão do TSH, utilizando-se tiroxina (T4). O 
objetivo do presente estudo foi verificar a ocorrência 
de apoptose na tiróide de ratos in vivo, nestas 
circunstâncias. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foi utilizado um modelo experimental em tecido 
tiroidiano de ratos. Inicialmente procurou-se obter um 
aumento do volume/peso da tiróide através da 

administração de M T Z por via oral. Esta droga provoca 
um aumento secundário do TSH produzido pela hipófise 
do animal por bloqueio da síntese de T3 e T4. 
Secundariamente há incremento do TSH, reconhecido fator 
trófico da tiróide. Numa segunda etapa do protocolo foi 
induzida a supressão do TSH endógeno por administração 
intraperitoneal de T4, sendo que esta condição origina a 
hipotrofia da glândula. Neste experimento procurou-se 
comprovar esta hipotrofia evolutiva da tiróide através da 
dosagem de DNA. A avaliação da presença de células 
foliculares tiroidianas apoptóticas foi feita através da 
caracterização morfológica utilizando as microscopias 
óptica e eletrônica de transmissão. 

I Animais e tratamento 

Utilizamos 40 ratos machos da raça Wistar, 
criados no Biotério do Departamento de Histologia e 
Embriologia com peso de cerca de 220 g os quais 
foram tratados com água contendo 0,03% de 
Metimazol, ad libidum, por 3 semanas. Após este 
período 8 ratos não receberam nova medicação 
constituindo o grupo controle (GrMTZ). Os outros 32 
receberam tiroxina (T4) aplicada intraperitonealmente 
na dosagem de 20 mg/1 OOg de peso corporal/24h por 
um período de 1, 2, 3 ou 5 dias constituindo os grupos 
T4-1d, T4-2d, T4-3d e T4-5d (com 8 ratos cada). Os 8 
animais de cada grupo foram sacrificados para 
extração cirúrgica de suas tiróides no dia subsequente 
ao término do tratamento com T4, sendo que os 8 
animais controle foram sacrificados após o tratamento 
com Metimazol. O s ratos foram previamente 
anestesiados com hidrato de cloral a 3 3 % (0,1 ml/100 
g de peso corpóreo) e perfundidos com 500 ml de 
solução salina a 0,9% por 10 minutos. Dez animais (2 
de cada grupo T4e 2 do grupo MTZ) tiveram a tiróide 
analisada à microscopia eletrônica. Estes ratos foram 
previamente submetidos à perfusão adicional com 
glutaraldeído a 3 % para fixação do tecido. 

II - Dosagem de DNA 

O tecido tiroidiano foi homogeneizado após 
adição de 1 ml de ácido perclórico 0,3 N, sendo então 
centrifugado a 3000 g por 10 min. Descartou-se o 
sobrenadante e o precipitado foi suspenso em ácido 
perclórico 1,5 N. Estas amostras foram incubadas em 
banho-maria a 80°C por 30 min. Após nova centrifugação 
coletou-se 0,9 ml de sobrenadante ao qual 
acrescentou-se sucessivamente 0,9 ml de ácido 
perclórico 1,5 N, 2 ml de solução de difenilamina 4 % 
diluído em ácido acético glacial e 100 ml de solução 
de acetaldeído 0,2% gelado. Esta amostra foi 
incubada e m banho-maria a 80°C por 2 horas. 
Concomitantemente foram preparadas amostras 
contendo D N A de esperma de salmão que serviram 



para a elaboração da curva padrão. A leitura das 
amostras foi realizada em espectrofotômetro em A595 

e a quantidade de D N A foi calculada baseando-se 
na curva-padrão. Para efeito de comparação foram 
dosados os conteúdos de D N A dos testículos dos 
ratos sacrificados. 

Análise estatística 

Foram realizadas análises de variância com 
um fator (tratamento) seguidas por comparações 
múltiplas pelo método de Tukey, sendo o nível de 
significância adotado p < 0,05. A suposição de 
homocedasticidade dos grupos foi satisfeita com 
transformação logarítmica dos dados. Foram 
construídas e comparadas as retas de regressão 
dos pesos das glândulas e do conteúdo de material 
nuclear dos diferentes grupos de tratamento. 

III. Análise morfológica à microscopia 
óptica e eletrônica de transmissão 

Microscopia óptica - Para os estudos 
histológicos empregando esta técnica os tecidos 
tiroidianos foram cortados e coletados em lâmina 
de vidro, previamente tratada com polilisina. Foi 
retirada a parafina por imersão em xilol, e rehidratado 
em soluções de álcool 100%, 95%, 7 0 % e lavagem 
em água corrente. A seguir os tecidos foram corados 
e m soluções de hematoxilina de Harris por 5 
minutos, seguida de coloração por eosina de Erlich 
por 2 min. Após rápida desidratação em soluções 
de álcool seguida de banhos em xilol os materiais 
foram cobertos com lamínula utilizando resina 
Enthellan. Os tecidos foram observados e analisados 
à microscopia de luz e documentados em fotos. 

Microscopia eletrônica de transmissão 
Para esta técnica os tecidos tiroidianos foram cortados 
e fixados em solução de Kamovsky, contendo 2 % de 
glutaraldeído, 2 % de paraformaldeído em solução de 
cacodilato 0,1 M, seguida de pós-fixação em solução 
de ósmio 1%. Posteriormente o material foi 
desidratado por banhos sucessivos em soluções de 
álcool 50%, 70%, 90%, 95%, 100% e imersão em 
solução de oxido de propileno 100%. Os tecidos foram 
infiltrados em solução contendo resina e oxido de 
propileno na mesma proporção, e na seqüência 
imersos em solução de resina onde foram incluídos 
e m resina .O tecido fixado foi analisado em cortes 
semi-finos corados com solução de azul de metileno 
2 % e levado para observação à microscopia óptica 
quando foram delimitadas as áreas para a realização 
dos cortes finos. Após nova trimagem dos blocos os 
tecidos foram cortados e m porções de 60 
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a 90 nm de espessura apoiadas em telas de cobre. 
Foram corados sucessivamente com soluções de 
acetato de uracila 5 % e citrato de chumbo. Após a 
secagem, o material foi armazenado a 4°C até ser 
levado à observação em microscópio eletrônico de 
transmissão. Foram empregados os microscópios do 
Setor de Microscopia Eletrônica do Instituto de 
Ciências Biomédicas e as imagens mais 
características foram documentadas em fotos. 

RESULTADOS 

1 -Amostra 

Para efeito de resultados e análise estatística 
foram considerados 26 ratos do total de 30, pois 4 
ratos morreram durante o experimento (2 dos grupos 
T4-2d e T4-5d e 2 do grupo T4-3d). 

2 - Indução de hipotrofia tiroidiana 

Os resultados relativos ao peso da tiróide em 
relação à massa corpórea de cada rato dos grupos 
controle e tratados com tiroxina estão colocados na 
Tabela 1. Foi observada uma relação decrescente 
nos pesos relativos da tiróide com o tratamento com 
tiroxina sendo a diferença significativa (p < 0,05) 
apenas entre o grupo T4-5d e os demais grupos. 

Tabela 1 - Resultados das massas das tiróides em 
relação aos pesos corpóreos dos ratos dos grupos 
MTZ e T4 (na unidade mg de tecido/1 OOg de peso de 
rato. 

Grupos 

Massa 

tiróide/peso 
de rato 

Gr MTZ 
n = 6 

12,3±4,0 

T4-1d 
n = 6 

12,1 ±0,8 

T4-2d 
n = 5 

10.7 ±0,3 

T4-3d 
n = 4 

8,7 ±0,4 

T4-5d 
n = 5 

3,5 ± 0,3 

3 - Dosagem de D N A 

Os resultados relativos ao conteúdo total de 
D N A de cada tiróide em relação ao peso do animal 
estão colocados na Tabela 2. Foi observada uma 
redução na quantidade de D N A a partir do início do 
tratamento com tiroxina, porém a variação só foi 
significante (p < 0,05) entre os grupos T4-5d e o grupo 
controle (Grupo MTZ). Os resultados comparativos 
entre a redução ponderai e do conteúdo de D N A 
podem ser encontrados no Gráfico 1. No Gráfico 2 
podemos observar a relação do conteúdo de D N A 
da tiróide frente ao conteúdo de D N A do testículo do 
rato submetido aos mesmos estímulos porém sem 
resposta frente ao hormônio tiroidiano administrado. 
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Tabela 2 Resultados dos conteúdos totais de DNA 
das tiróides dos ratos dos grupos MTZ e T4( na unidade 
m g de DNA tiroidiano/1 OOg de peso do rato) e variação 
percentual dos grupos T4 em relação ao grupo MTZ. 

Grupos 

Massa 

Tiróide/pesc 
de rato 

% Variação 
DNA 

Gr MTZ T4-1d 
(n = 6) (n = 6) 

36,0 ±4,0 30,9 ±1,9 

-14,2 

T4-2d 
(n = 5) 

29,5 ±2,1 

-18,1 

T4-3d T4-5d 
(n = 4) (n = 5) 

27,6 ±2,4 22,9 ±2,5 

-23,4 -36,4 

Peso mg/1 OOg 25 
pc 

DNAmic/100gpc 20 

Tratamento com T4 (dias) 

Gráfico 1 Evolução comparativa entre o peso e o 
conteúdo de D N A das glândulas tiróides. 

DNA Tiróide X DNA Testículo 

Gráfico 2 - Relação entre o conteúdo de DNA da tiróide 
e do D N A do testículo do rato. 

4 - Análise morfológica dos tecidos 
tiroidianos à microscopia óptica e eletrônica de 
transmissão 

Nos cortes histológicos do grupo MTZ 
observamos folículos com aumento na altura das 
células foliculares e lúmen reduzido e m relação ao 
tecido tiroidiano não tratado (Figuras 1 e 2 ). E m 

contraposição nos cortes dos grupos T4 observamos 
u m a abertura gradativa do lúmen folicular 
acompanhando a administração de tiroxina além da 
redução na altura dos tirócitos. Estes aspectos são 
mais visíveis em imagens dos grupos T4-3d e T4-5d 
(Figuras 3, 4 e 5). Nos cortes dos grupos tratados 
com tiroxina foram visualizadas células com núcleo 
condensado (inclusive e m meia-lua), além da 
presença de massas contendo fragmentos nucleares 
e organelas citoplasmáticas (corpos apoptóticos) 
(Figuras 6 a 11). Estes aspectos característicos de 
apoptose foram observados na base dos folículos junto 
ao endotélio (corpos apoptóticos e células alteradas) 
e no lúmen (corpos apoptóticos). No grupo T4-1 d foram 
observados pequeno número de células com 
condensação nuclear, localizadas na base do folículo; 
nos grupos T4-2d e T4-3d temos o aparecimento de 
u m maior número de células com morfologia 
semelhante às descritas no grupo anterior porém 
passamos a observar também massas de restos 
nucleares e citoplasmáticos nos lúmens foliculares 
e na base do folículo. No grupo T4-5d não foram 
detectados alterações morfológicas características 
de apoptose. Não observamos nos cortes a presença 
de macrófagos, neutrófilos ou linfócitos. 

i * 

Figura 1 - Micrografia óptica de tiróide de rato normal. 

Aumento original: 20X. 

w r * % ,— -M*% 

• 

A* Í 

" T £?C ** *i *> 5 r * * ' * «*Jr 

mm +. *% •Jgy» ,^P^* 

Figura 2 - Micrografia óptica de tiróide de rato tratado 

com MTZ. Aumento original: 20X. 
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Figura 3 Micrografia óptica de tiróide de rato do 
grupo T4-1dia. Aumento original: 20X. 
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Figura 4 Micrografia óptica de tiróide de rato do 
grupo T4- 2 dias. Aumento original: 20X. 
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Figura 5 Micrografia óptica de tiróide de rato do 
grupo T4-3 dias. Aumento original: 20X. 

^9L 
ura 6 Micrografia óptica de tiróide de rato do 

grupo T4-1dia. Pode-se observar fragmentos 
nucleares condensados no lúmen envoltos por 
membrana citoplasmática. Aumento original: 40X. 

Figura 7 Micrografia óptica de tiróide de rato do 
grupo T4-3 dias. Nesta imagem tem-se célula folicular 
com núcleo condensado em meia-lua característico 
do evento apoptótico. Aumento original: 40X. 

Figura 8 Micrografia óptica de tiróide de rato do 
grupo com T4-3 dias. Podemos visualizar célula 
folicular com condensação nuclear, evento inicial no 
processo apoptótico. Aumento original: 40X. 

Figura 9 Elétron-micrografia de tiróide de rato do 
grupo T4-2 dias. Observa-se núcleo condensado em 
meia-lua característico do evento apoptótico. 
Aumento original: 9460X. 
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Figura 10 Elétron-micrografia de tiróide de rato do 
grupo T4-2 dias. Nesta foto pode-se observar um corpo 
apoptótico com integridade de membranas e núcleo 
condensado e fragmentado. Aumento original: 40X. 

Figura 11 Elétron-micrografia de tiróide de rato do 
grupo T4-3 dias. Nesta imagem observa-se um 
aglomerado de material nuclear condensado 
juntamente com algumas organelas no lúmen. 
Aumento original: 40X. 

DISCUSSÃO 

A descrição inicial da apoptose tem mais de 
um século, porém sua implicação nos processos 
fisiológicos e patológicos assim como a natureza 
íntima deste processo de deleção celular não estão 
completamente esclarecidas. 

E m nosso estudo u m primeiro dado a ser 
analisado é a efetividade do modelo experimental 
na indução de hipotrofia tiroidiana de ratos in vivo. Isto 
pôde ser comprovado no grupo tratado com T4 por 5 

dias, embora a tendência à hipotrofia seja manifesta 
nos grupos T4-1d, T4-2d e T4-3d. A máxima redução 
da massa tiroidiana que verificamos foi de 71 % para 
o grupo T4-5d. 

A quantidade de D N A total da tiróide foi menor 
nos grupos T4, e m relação ao grupo MTZ, sendo 
significante nos ratos do grupo T4-5d onde a tiroxina 
foi utilizada por um período maior. Portanto, neste 
último grupo a diminuição da quantidade de material 
nuclear da glândula tiróide que verificamos- 36,4% é 
sinalizadora da ocorrência de um processo de deleção 
celular. Também a forte correlação constatada entre 
a redução do peso tiroidiano e da quantidade de DNA 
total da glândula, na análise das retas de regressão, 
sugere a ocorrência de morte celular. 

Recentemente foi comunicada a 
caracterização da apoptose na tiróide e m um modelo 
in vitro utilizando células de cachorro. O presente 
estudo utilizou u m modelo in vivo mais próximo do 
processo biológico normal e também encontrou à 
microscopia eletrônica células de morfologia 
apoptótica c o m redução do volume celular, 
condensação do material nuclear junto à carioteca, 
formação de corpos c o m restos nucleares e 
citoplasmáticos (corpos apoptóticos) e manutenção 
do sistema de membranas, sem sinais inflamatórios 
(os quais caracterizariam células necróticas). 

Portanto constatamos u m a regressão 
ponderai tiroidiana e m ratos vivos por deleção celular 
associada a características morfológicas apoptóticas 
na ausência de sinais inflamatórios. Estes dados 
indicam na direção de u m a involução glandular 
determinada por apoptose, porém diversos outros 
fatores devem ser analisados conjuntamente. 

U m a vez caracterizada a ocorrência de 
apoptose na tiróide dos ratos utilizados neste 
experimento devem ser consideradas três 
possibilidades: termos detectado um evento fisiológico, 
um processo induzido pelo modelo experimental ou 
uma associação dos dois anteriores. Acreditamos que 
frente à lenta renovação do tecido tiroidiano e à grande 
velocidade do processo apoptótico (30 a 40 min) os 
achados de nosso estudo não refletem apenas um 
processo fisiológico casual e independente do modelo 
experimental desenvolvido50 E m outros tecidos com 
alta taxa de renovação como o epitélio intestinal a 
apoptose pode ser constatada sem a necessidade de 
indução. 

Outros pontos a serem abordados são a 
localização e o destino das células apoptóticas. À 
microscopia eletrônica estas células foram 
visualizadas na base de folículos íntegros ou no 
lúmen dos mesmos. A partir destas posições podemos 
inferir que as células próximas ao lúmen podem estar 
sendo englobadas por células vizinhas e as adjacentes 
à base do folículo estariam sendo fagocitadas por 
macrófagos da corrente sangüínea. Esta última via 
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poderia estar facilitada no modelo animal 
desenvolvido pela neovascularização que foi 
promovida na tiróide durante a estimulação com TSH 
endógeno. Porém não visualizamos a fagocitose nos 
cortes histológicos observados. 

Por fim a análise conjunta dos achados à 
microscopia e do conteúdo total de D N A nos 
grupos de ratos tratados com tiroxina permitem 
uma avaliação da evolução do processo apoptótico 
na glândula tiróide frente ao modelo experimental 
utilizado. Observamos a seguinte evolução: do 
primeiro ao terceiro dia após a supressão do T S H 
endógeno com tiroxina são observadas células 
apoptóticas, progressivo aparecimento de restos 
celulares e concomitante redução do D N A total da 
glândula. No quinto dia de supressão (grupo T4-
5d) não foram detectadas alterações morfológicas 
características de apoptose porém a significativa 
redução de 36,4% no D N A total da glândula 
e m relação ao grupo controle traduz u m a 
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CONCLUSÃO 
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ABSTRACT: Objective. In this study, the leveis of pituitary TSH in rats were modulated by pharmacological treatment in 
vivo to evaluate the possible cell loss through apoptosis during T SH supression of thyroid gland. Methods. Male Winstar 
rats (~220gr body weight-bw) were given methimazole (MTZ) 0.03% in drinking water for three weeks. Then the animais 
received tyroxine (T4) 20mg/100g bw/day ip for one (T4 -1d ), two (T4 -2d ), three (T4-3d ) or five (T4-5d) days while the 
control group (MTZ) was not treated with T4. After perfusion of the rats with physiologic serum (0.09%), the thyroids were 
surgically dissected and weighed. D N A were quantified to verify cell loss and the D N A value measured the 
espectrophotometer set at A595 was compared to the normal curve of salmon sperm DNA. Results. The table show the 
thyroid weight (T) and the D N A concentration of T4 treatment groups and the control group (MTZ). Mean ±SD. O n the 
morphological analysis of the tissue by optical and electron microscopy (OM, EM), the follicules of the rats treated with 
M T Z present hight tyrocytes with closed lúmens whith gradual reappearance of lúmens and reduction of cell height were 
observed in the tissue of the groups treated with T4 In some of their lúmens, particularly in those subjected to prolonged 
treatment, electrondense structures containing cellular residue were seen. The fragments containing intensely condensed 
cromatine, cell structure residue (apoptotic bodies) or even cells with cromatine condensed in a half-moon shape ( 
apoptotic cells ) sporadically appear in the basal follicular region of the T4 groups. Conclusion. In the thyroids of animais 
treated with T4, there is a reduction of D N A and the presence of morphological structures suggesting apoptosis. In 
addition with the hypoplasia of the folicular cells, the cell loss by apoptotic process could be contributing to the shrinkage 
in the rat thyroid gland submitted to T S H supression. 
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