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RESUMO

Vecchiatti SMP. O iodo aumenta e antecipa a incidéncia de tireoidites em
camundongos ndo obesos diabéticos (NOD): estudo histologico e ultra-estrutural
[tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009.

As tireoidites auto-imunes sao afecgdes endocrinoldgicas relativamente comuns. Ha
uma nogao entre os clinicos de que a incidéncia das mesmas tem aumentado nos
ultimos anos. Este aumento foi documentado em algumas regides no mundo, mas
ainda ha controvérsias se 0 mesmo ocorre no nosso pais. Apesar de ser alvo de
intensos e exaustivos estudos, a fisiopatologia das tireoidites auto-imunes bem
como a identidade do fator desencadeante inicial da auto-imunidade permanecem
obscuros e fatores genéticos, ambientais, medicamentosos e nutricionais (por
exemplo, iodo) tém sido responsabilizados como causas do incremento da
freqiéncia da auto-imunidade tireoidiana. O lodo tem sido implicado, como
responsavel pelo aumento de incidéncia em diferentes populacbes apds sua
introducdo para prevengao de bdécio endémico. Na literatura as tireoidites sao
definidas e classificadas de diferentes formas e ha diversidade de metodologias
para avaliagdo de material cirirgico e de necropsias o que dificulta o estudo
comparativo em diferentes séries. Para verificar se houve incremento da frequiéncia
de tireoidites em nossa area estudamos retrospectivamente os laudos de 5 anos de
necropsias realizadas no SVO da FMUSP e comparamos com levantamento
anterior realizado na mesma instituicdo. Os infiltrados linfocitarios foram marcados
para CD4, CD8, CD20 e CD68. A participacdo da apoptose foi analisada pela
técnica do TUNEL e marcacido de caspase 3. Camundongos NOD (Nao Obesos
Diabéticos) foram submetidos a sobrecarga oral de iodo por 60 e 90 dias com o
objetivo de avaliar o papel do iodo nas alteracbes histolopatologicas da tiredide e
para criar um modelo experimental para o estudo da fisiopatologia da tireoidite auto-
imune.. Resultados: A frequéncia de tireoidite em nosso estudo de necropsias
aumentou 58 vezes em relacdo ao estudo anterior (2,3% e 0,04%,
respectivamente). A imunohistoquimica, os casos classificados inicialmente como
tireoidite linfocitica e tireoidite de Hashimoto mostraram padrdo semelhante de
infiltrados sugerindo serem as duas condi¢cdes estagios evolutivos da mesma
doenca. A apoptose foi marcante nos casos estudados demonstrando ter papel
importante na fisiopatologia da tireoidite auto-imune. Nos camundongos NOD o iodo
antecipou e aumentou a prevaléncia de tireoidites. Nas duas tiredides estudadas a
microscopia eletrébnica encontramos lesdées mitocondriais e do reticulo
endoplasmatico rugoso que nao foram vistas em nossos controles. Concluséo:
Temos um incremento real da prevaléncia de tireoidites em necropsias realizadas
em nossa instituicdo. O padrédo histopatoldgico das tireoidites auto-imunes
estudadas sugere que a tireoidite dita linfocitica poderia corresponder a fase inicial
do processo auto-imune que levaria a tireoidite de Hashimoto. O iodo foi o fator
desencadeante e que aumentou e antecipou a incidéncia de tireoidite em nosso
estudo experimental.

Descritores: 1.Tireoidite auto-imune 2.lodo 3.Camundongos 4.Imunoistoquimica
5.Autopsia 6.Prevaléncia



SUMMARY

Vecchiatti SMP. lodine increases and anticipates the incidence of thyroiditis in non-
obese diabetic (NOD): a histological and ultra-structural study [thesis]. S&do Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.

Autoimmune thyroiditis are relatively common endocrine diseases. There is a
common perception among clinicians that its incidence has been increasing in
recent years. Such an increase has been documented in a number of regions
worldwide; it remains controversial, however, whether the frequency of thyroiditis is
increasing in our country. Despite of being a subject of intense and exhaustive
studies, the pathophysiology of auto-immune thyroiditis as well as the identity of the
factor that triggers the initial autoimmunity have remained undetermined and
genetics, environmental factors, drugs and, nutrition (e.g., iodine) have been
implicated in the increase of frequency of thyroid autoimmunity. The iodine has been
hold responsible for the increase in the incidence of autoimmune thyroiditis in
different populations after its introduction in iodine-defficient regions as a
prophylaxis for endemic goiter. There is a myriad of different definitions and
classifications for thyroiditis. There is also a great diversity in methods used in the
assessment of surgical specimens and necropsy materials. Such a diversity of
classification systems and study protocols creates a barrier for comparison of data
from different series/studies. In order to verify whether an increase in frequency of
thyroids is occurring in our population we retrospectively analyzed the report of
necropsies performed in a period of five years in the service of death verification of
University of Sao Paulo School of Medicine and compared to a published study
performed previously at the same institution. Lymphocytic infiltrations were labeled
with antiserum against CD4, CD8, CD20 e CD68. The involvement of apoptosis was
assessed by TUNEL and caspase 3 labeling. NOD (Non Obese Diabetic) mice were
exposed with high dose oral iodine for 60 or 90 days in order to evaluate the role of
iodine in the genesis of histopathological derangements of thyroid and to create an
experimental model for the study of autoimmune thyroiditis. Results: In this study,
we found a 58-fold increase in the frequency of thyroiditis in comparison to the study
performed previously (2,3% e 0,04%, respectively). Cases categorized initially as
lymphocytic thyroiditis showed a cell infiltrate that labeled by immunohistochemistry
in a similar way as the infiltrates of cases classified as Hashimoto’s thyroiditis which
suggests that these entities might be different stages of a same disease. All cases
displayed strong labeling for apoptosis markers demonstrating its important role in
the pathophysiology of autoimmune thyroiditis. lodine anticipated and increased the
frequency of thyroiditis in NOD mice. In both thyroids studied with electron
microscopy, we found mitochondrial and rough endoplasmic reticulum lesions that
were not seen on control thyroids. Conclusion: there is an actual increase in
thyroiditis prevalence in necropsies performed at our institution. The histological
pattern of autoimmune thyroiditis we studied suggests that the sol called
lymphocytic thyroiditis might be the initial stage of an autoimmune process that
would eventually lead to Hashimoto’s thyroiditis. The iodine was the triggering factor
which increased and anticipated the incidence of thyroiditis in our experimental
study.

Descriptors: 1. Autoimmune thyroiditis 2.lodine 3.Mice 4. Immunohistochemistry
5.Autopsy 6.Prevalence
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Introducao 2

O termo tireoidite descreve um conjunto de entidades que tém a
inflamacao da glandula tiredide causando dano e/ou morte celular como os

aspectos mais proeminentes de sua fisiopatologia e histopatologia®?>*

A tireoidite pode ser desencadeada por varias causas (Tabela 1). A
inflamacao tireoidiana resultante pode estar associada a tireotoxicose,
hipotireoidismo ou eutireoidismo, muitas vezes com o paciente transitando
de um estado de funcao tireoidiana para outro, ao longo da evolugao deste
processo’. Pacientes portadores de uma mesma causa de tireoidite podem
apresentar ainda diferentes combinacbes do estado funcional tireoidiano,
com presenga ou auséncia de dor (Tabela 2) e existéncia ou ndo de bdcio.
Assim, as tireoidites formam uma categoria de consideravel heterogeneidade

tanto na sua etiopatogenia quanto na sua apresentagao clinica.

Uma consideravel morbidade esta associada as alteracdes da fungao
tireoidiana nas tireoidites. A tireotoxicose pode desencadear alteragdes
funcionais em diferentes sistemas com repercussdes graves para o individuo
como arritmias (individuos com mais de 60 anos podem desenvolver
fibrilagdo atrial em 28% dos casos’), hiperatividade, fadiga, labilidade
emocional, déficit de atencao e o hipotireoidismo diminuicdo do volume de
ejecao e frequéncia cardiaca, por déficit no efeito inotrépico e cronotrdpico
dos hormoénios tireoidianos e consequente redugao do fluxo sanguineo para
os tecidos. Nos déficits graves o aumento da area cardiaca pode ser visto

pela dilatagao cardiaca e por efusdao para o saco pericardico, de fluido rico
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em proteinas e glicosaminoglicans que também pode ser visto em derrames
pleurais. O hipotireoidismo pode ainda acarretar reducdo de funcgdes
cognitivas e intelectuais incluindo a fala, iniciativa, € memoaria, psiquiatricas
como parandia, depressdao ou letargia. O atraso de crescimento e
desenvolvimento em criangas por deficiéncia dos horménios tireoidianos

também s3o encontrados dentre outras alteragdes®.

Tabela 1 - Causas de tireoidite conforme sua etiologia®*’

Genética Familiar

Doenga autoimune (tireoidite silenciosa ou subaguda, tireoidite de Hashimoto),

Associada a doengas auto-imunes (ex: diabetes tipo1, artrite reumatéide
lUpus,anemia perniciosa, etc.)

Gestagao (tireoidite pds parto ou n&o dolorosa)
Tireoidite de Riedel
Infecgao

Bacteriana

Viral tireoidite subaguda: de Quervain
latrogénicas

lodo radioativo
Drogas

Interferom-a, amiodarona, interleucina-2

Ambientais
Poluentes candidatos: hidro-carbonetos poliaromaticos, bifenois polibrominados,
bifendis policrominados

Produtos quimicos sintéticos: pesticidas, produtos industriais
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Tabela 2 - Causas de tireoidites conforme sua apresentacgao clinica*®

Indolores
Tireoidite pos parto
Silénciosa ou ndo dolorosa
Tireoidite auto-imune
Dolorosas

Tireoidite sub-aguda ou n&o supurativa ou de Quervain (viral?)
Tireoidite aguda Infecciosa (bacteriana ou fungica)
Tireoidite de Riedel

Tireoidite apods-radiagédo (ou apds-iodo radioativo ou irradiagao cervical)

Sarcoidose

As tireoidites formam a categoria provavelmente mais freqlente de
doenca tireoidiana®'. Isso se deve ao fato de essa classificacdo englobar as
tireoidites auto-imunes que, de longe, sao as doengas tireoidianas mais
facilmente encontradas na pratica clinica. As tireoidites sdo mais prevalentes
em mulheres de 45 a 65 anos, apresentam frequéncia variavel nos
diferentes estudos populacionais, sendo em média sua frequéncia de
350/100.000 mulheres, 80/100.000 homens segundo revisdo sistematica de

2008™.

O protétipo e a forma mais freqlente de tireoidite auto-imune é a

tireoidite de Hashimoto (TH), descrita em 1912 e também conhecida como

2,7,10,12

tireoidite crénica autoimune Acomete também criangas sendo a

principal causa de bdcio esporadico na populacio pediatrica’ 2.

As tireoidites de origem auto-imune se caracterizam laboratorialmente
pela presenga de auto-anticorpos dirigidos contra antigenos tireoidianos

como os anticorpos anti-tireoperoxidase (anti-TPO) e anti-tireoglobulina’?.
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Anticorpos dirigidos contra o receptor de TSH (em geral bloqueadores)
também podem ser encontrados. A doenca de Graves, apesar de ser

doenca auto-imune com presenca de auto-anticorpos, ndo € considerada

como tireoidite*">'* embora alguns autores a incluam como tal'®.

As tireoidites de origem auto-imune estdo associadas a outras
doencas da imunidade como lupus eritematoso sistémico, artrite reumatdide,
anemia perniciosa, diabetes mellitus e sindrome de Sjogren’™. Uma
complicacdo grave, porém rara de TH é o linfoma da tiredide’. Ha
predisposi¢ao genética para auto-imunidade tireoidiana que € herdada como
traco autossémico dominante’™. A contribuicdo estimada da carga genética
para desenvolvimento tanto da doenga de Graves quanto das tireoidites
auto-imunes é em torno de 50% em gémeos monozigoéticos, enfatizando a
importancia de fatores ambientais em sua patogénese®’. A predisposicdo
familiar/genética das tireoidites auto-imunes pode ser mais bem apreciada a
partir do fato de parentes de primeiro grau de individuos com hipotireoidismo
de origem auto-imune, freqlientemente serem portadores de doencas
tireoidianas auto-imunes ou apresentarem alta prevaléncia de positividade

para auto-anticorpos anti-tireoideanos?.

Todas as formas de tireoidite auto-imune tém em comum a presenca
de infiltrado mononuclear acompanhado de alteragdes na morfologia das
células foliculares e lesao folicular de algum grau. Nao ha, no entanto, um
consenso internacionalmente aceito quanto aos critérios morfoldgicos que

13,16

diferenciem as diferentes formas de tireoidite auto-imune Alguns

patologistas defendem que TH seja diagnosticada mediante presenca do
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padrdo descrito inicialmente por Hashimoto: infiltracdo linfoplasmocitaria,
destruicdo da estrutura folicular, formagao de centros germinativos, presenca
de células oncociticas (de Hurthle, Askanazy, ou oxifilicas) atrofia
parenquimatosa e fibrose'®. Em outro extremo, ha autores que consideram
que todas as tireoidites com infiltrado mononuclear como sendo
manifestacdes da mesma doencga, independentemente do padrao histolégico
apresentado’®''®. Até o momento, ndo ha elementos suficientes para

favorecer uma ou outra corrente.

1.1 Etiopatogenia e fisiopatologia das tireoidites auto-imunes

A etiopatogenia das tireoidites auto-imunes € complexa e nao esta
completamente esclarecida®'?>. Como mencionado acima, a participacéo da
hereditariedade na génese das tireoidites foi estimada em 50%%°. Este
resultado ressalta a importancia da contribuicao de fatores ambientais. Até o
momento nenhum gene ou l6cus inequivocamente associado a tireoidites
auto-imunes foi identificado’®. Da mesma forma, apesar de varios fatores
ambientais terem sido incriminados como causadores de tireoidites auto-
imunes, nenhuma associagao causal foi demonstrada de maneira definitiva
nem os mecanismos que ligam a exposicdo a estes fatores a inflamacéao

tireoidiana estdo adequadamente esclarecidos®.
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Consideraveis esforgos tém sido dedicados a busca de genes e/ou
regides cromossOmicas associadas ao fendtipo de auto-imunidade
tireoidiana. Duas regides cromossémicas, HT1, localizada no cromossomo
13933, e HT2, no cromossomo 12q223 foram detectadas em estudos de
escrutinio do genoma inteiro como sendo associadas a tireoidite de
Hashimoto'®. O envolvimento do HT2 ja foi confirmado ao passo que o papel
do HT1 ainda aguarda confirmagao. Estudos mais dirigidos examinaram a
participacdo de genes imunomoduladores do sistema MHC (Major
histocompatibility complex), CTLA-4 (Citotoxic T Lymphocyte-Associated 4),
CD40) e de Tg (tireoglobulina). A presenca de alelo DR3 do MHC da classe
Il parece causar susceptibilidade a TH ao passo que os alelos DQA1*0102 e
DQB1*0602 parecem proteger seus portadores. Estes achados ainda
precisam ser replicados. A participacdo do CTLA-4 na génese da TH é
controversa. Até agora nenhuma associacdo do CD40 com TH foi
observada. Finalmente, variantes do intron 27 do gene da Tg foram
apontadas como associadas & génese da TH'®. Estes estudos indicam que
mecanismos moleculares de imunomodulacéo e, possivelmente, a produgao
da tireoglobulina fazem parte da etiopatogenia das tireoidites auto-imunes.
Nenhum fator descrito pode, porém, explicar a especificidade tecidual do

processo auto-imune®?°.

Vérios fatores ambientais como tiocianatos do fumo de tabaco, iodo
em doses acima da necessidade diaria ou sua suplementacdo para
tratamento de bocio endémico, estresse?’ e alguns farmacos como

amiodarona®* e lito tém sido implicados como fatores de risco no
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desenvolvimento do processo auto-imune tireoidiano®. Fatores endégenos,
como o estado pos-parto, estdo associados ao inicio ou a exacerbagao de
tireoidites auto-imunes. E possivel que essa exacerbacio esteja relacionada
ao microquimerismo fetal intratireoidiano (implantacdo de células fetais no

tecido tireoidiano materno)®*%.

Outro fator endogeno possivelmente
associado a tireoidites auto-imunes é o envelhecimento. O declinio da
funcdo imune a ele associado provavelmente predispbe a auto-

imunidade®®?’.

Apesar de uma profusdo de fatores terem sido relacionados a
tireoidite auto-imune, os eventos iniciais que a desencadeiam ainda nao sao
bem compreendidos. A exposicao de antigeno e sensibilizagdo de células
imunes seria a primeira etapa légica do desenvolvimento de auto-imunidade
tireoidiana. Isso estd bem documentado em animais de experimentagao
tratados com altas doses de i0do?®?°3°, Nestes animais, a necrose induzida
por iodo € acompanhada de infiltracdo por células imunes, entre as quais as
células MHC Classe II' (apresentadoras de antigenos) o que leva a
sensibilizagcado e ativagdo das células imunes. Em humanos, a necrose de
células foliculares ndo € um evento habitualmente descrito ou encontrado
nas tireoidites auto-imunes. Dessa maneira, outras formas de exposi¢ao e

apresentagao de antigenos devem estar associadas.

Outro mecanismo que tem sido implicado na exposi¢gao de antigenos
tireoidianos ao sistema imune é a apoptose. Ao contrario da necrose, que
utiliza fagécitos recrutados pela inflamagéo para remover os restos e debris

celulares, a apoptose langca mao de fagocitose n&o especializada (com
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eficiéncia menor do que os fagécitos “profissionais”). Quando a remogao de
corpos apoptoticos € deficiente, € possivel que o acumulo de antigenos
apoptéticos altere a tolerancia normal e cause sensibilizacdo dos linfécitos.
Lupus eritematoso sistémico é uma das doengas auto-imunes para o qual
este mecanismo tem sido proposto®'. A freqiiéncia de apoptose é de
aproximadamente 1% em tiredides normais e 20-30% nas tiredides com
tireoidite>. Pode-se especular que, além de ser mecanismo efetor de
destruicao folicular, a apoptose participe da perpetuagao da auto-imunidade

tireoidiana.

A exposicao inicial de auto-antigenos tireoidianos (por necrose ou por
apoptose) €& seguida por uma fase caracterizada pela producgéao,
aparentemente descontrolada, de células T CD4", células citotoxicas CD8" e
auto-anticorpos da classe IgG. Durante esta fase tecido linféide pode se
desenvolver dentro da tiredide, com a formacédo estruturas organizadas
como foliculos linféides com centros germinativosSz. Numa terceira fase, as
células T auto-reativas se acumulam e infiltram o parénquima tireoidiano e
causam, através de diversos mecanismos, a morte das células foliculares e

destruicao dos foliculos tireoidianos.

Varios mecanismos imunoldgicos tém sido implicados na morte dos
tiredcitos embora a sensibilizacdo da célula T-helper CD4" por antigenos
pareca ser o evento inicial. Dependendo do padrao de citocinas produzidas
pelas células T helper poderemos ter evolugédo para destruicdo auto-imune
da glandula com polarizagdo para Th1 (predominio de produgao citocinas

IFN-y, TNF-a, e IL-2) e mecanismos de imunidade celular ou polarizagao
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para Th2 (predominio de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13) com mecanismos de
imunidade humoral e produgdo de auto-anticorpos dirigidos contra
receptores de TSH. A primeira é a via predominante de lesao de tirocitos na
TH ao passo que a imunidade humoral é vista na doenca de Graves mas

também ocorre na tireoidite atréfica’ >,

A polarizacdo Th1 acarreta infiltragdo linfocitaria da tiredide e
citotoxicidade mediada por linfocitos CD8 citotdxicos. A apoptose podera
ocorrer através de mecanismos dependentes do receptor Fas ou CD95,

levar assim a destruicdo celular'™>3.

Dentre os mecanismos de morte celular que podem estar envolvidos,

os seguintes caminhos s&o descritos' (Figura 1):

1- Via de linfocitos T helper CD4++: estas células ativadas por
antigenos liberam citocinas, principalmente intérferon-y (INF- y), ativando o
processo da inflamagdo. Recrutam e ativam os macréfagos, como nas
reacdes de hipersensibilidade retardada, resultando em lesao tireoidiana por
produtos téxicos das células inflamatérias. CD4" via IL-2 promove também a
maturacdo e diferenciacdo de linfocitos B a plasmodcito e consequente

produgao de anticorpos;

2- Via dos linfécitos T CD8+: com a ligagao Fas Fas-ligande (receptor
de morte celular) desencadeia a via extrinseca da apoptose da célula
folicular ou ainda, via liberagao de granulos de granzima e perforina promove

a morte celular por apoptose ou necrose;
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3- Via da citotoxicicidade: apos a ligagao de antigenos aos anticorpos

anti-tireoidianos, ocorre desestabilizacdo da membrana celular com

recrutamento de células natural killer (NK) ndo existindo, porém ainda

evidéncias que comprovem esta via.
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o CélulaB
Sticos? 9 N
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Figura 1 - Fisiopatologia da tireoidite (Adaptado e modificado de Kumar et al., 1999™)

1.2 Papel do iodo

O iodo é um oligoelemento encontrado no corpo humano em

pequenas quantidades (15 a 25 mg) quase exclusivamente na glandula
tiredide, sendo essencial a sintese dos horménios tireoidianos, tiroxina e

triiodotironina®®>. A necessidade do organismo humano ¢ inteiramente
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suprida através de produtos alimentares (sal iodado, algas marinhas,
conservantes e corantes de cor vermelha)’. Uma vez ingerido, o iodo é
ativamente captado por células de foliculos tireoidianos num mecanismo de
transporte que utiliza o simportador sodio-iodo (NIS, do inglés sédium-iodide
symporter) presentes na porgdo basal das células tireoidianas. Na porgao
apical destas células, o iodo € ligado covalentemente aos anéis aromaticos
dos residuos de tirosina presentes na cadeia da tireoglobulina num processo
conhecido como organificagdo. A organificacdo de iodo é catalisada pela
peroxidase tireoidiana (TPO) e requer a participacdo de H,O, como cofator.
Estes ultimos sao gerados por oxidases de NADPH conhecidos como (ThOXx,
do inglés thyroid oxidase) 1 e 2. A dose diaria recomendada de iodo para
adultos é de 150 ug sendo a excregao urinaria correspondente a 75-90% da
quantidade de iodo ingerida®®. A dosagem de iodo urindrio (ou ioduria) é

1*®. Por causa disso, a

tecnicamente simples e apresenta um custo acessive
dosagem do iodo urinario € um meétodo aceito internacionalmente para
estimar a quantidade de iodo ingerida nas diferentes populagdes. Segundo a
classificagdo da Organizagcao Mundial da Saude (OMS) a ioduria maior ou
igual a 200 pg/l indica uma ingestdo em niveis que colocam em risco a

saude ao passo que um valor menor do que 100 pg/l € indicativo de

deficiéncia de ingestdo de iodo®’.

A associacao entre a introducado do sal iodado nas areas endémicas

de bdécio e o desenvolvimento de tireoidites auto-imunes tem sido relatada

38,39,40,41,42

em varios trabalhos Embora existam controvérsias ainda nao

plenamente resolvidas, valores elevados de ioduria (maiores do que



Introducéo 13

200 ng/l), apresentados por populagdes que vivem em areas suficientes de
iodo, vém sendo relacionados ao aumento da incidéncia e prevaléncia da
doenca auto-imune da tireside®’°*' 434 Em adicdo a estes achados, é
possivel observar uma relacdo dose-resposta entre o iodo alimentar
(estimado por ioduria) e a freqiéncia de hipotireoidismo e tireoidites auto-
imunes*’. Estes achados encontram eco também em trabalhos realizados no
nosso meio****. Essa nocdo adquirida em estudos populacionais vem ao
encontro das observagbes, ja bem conhecidas dos clinicos, de que

45464748 o medicamentos

substancias iodadas como contrastes radioldgicos
ricos em iodo?’, sdo capazes de levar a alteracdes hormonais e

aparecimento de auto-anticorpos em adultos e criancgas.

lodo em doses acima de 5 mg/dia inibe inicialmente a sintese e
liberacdo de hormoénios tireoidianos. Isso ocorre por inibicdo da producao,
induzida por TSH, de cAMP — mensageiro intracelular que intermédia boa
parte das acdes do TSH. Além disso, sabe-se que a expressao de TPO e de
ThOx é reduzida na exposigdo aguda a iodo em altas doses. O fenébmeno
descrito acima €& conhecido como efeito de Wolff-Chaikoff agudo. Apods
aproximadamente 10 dias de excesso de iodo esse efeito se desfaz,
havendo adaptacdo aos elevados niveis de iodo (fase de escape). Acredita-
se que o efeito de Wolff-Chaikoff seja mediado pela geracdo de algum
composto orgénico iodado ainda nado identificado. Em suporte a este modelo
o mMRNA e a proteina do NIS diminui durante o escape ao efeito de Wolff-
Chaikoff*® possivelmente levando a reducédo da producdo deste composto

iodado. Durante a fase aguda do efeito de Wolff-Chaikoff ocorre uma
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redugcdo da vascularizagao tireoidiana possivelmente resultante da redugao
da expressao de fatores angiogénicos como VEGF-A (vascular endothelial
grouth factor), VEGF-B e PGF (Placental grouth factor) e aumento de fatores
anti-angiogénicos como PLAU (urokinase-type plasminogen activator)

observados em cultura de células tireoidianas com excesso de iodo®°.

Estudos experimentais tém demonstrado que o iodo pode exercer um
efeito toxico direto. Observagdes independentes feitos em cultura de
tiredcitos humanos mostram que iodo per se, em altas concentragdes (na
faixa de 10-3M), provoca a morte de tireécitos por apoptose e por

necrose®*°!

Medidas de espécies reativas de oxigénio intracelular por método
fluorescente e quantificacdo de peroxidagao de lipides indicam que o iodo,
nestas concentracdes, produz estresse oxidativo nas células tireoidianas®
Finalmente, tiredide de animais tratados com até 100 mg/kg/dia de iodeto de
sodio apresentou alteragbes na expressdo de genes relacionados ao
estresse oxidativo®?. Portanto, o iodo exerce por si s6 efeito tdxico direto

mediado provavelmente por estresse oxidativo.

1.3 Fortificacdo do sal com iodo

Dada a importancia que o iodo tem na fisiologia da sintese de
hormdnios tireoidianos e o papel critico que estes ultimos exercem na

regulagdo do metabolismo organico e no desenvolvimento do sistema
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nervoso central, ndo é dificil deduzir que impactos negativos a deficiéncia de
iodo pode provocar (Tabela 3). De fato, a OMS criou o termo “doencgas por
deficiéncia de iodo” — para designar todos os efeitos deletérios a saude por
deficiéncia de iodo nao limitado a um 6rgdo, sistema ou faixa etaria
especificos®™ (Tabela 3). Todas estas alteracdes reduzem a capacidade
produtiva e a qualidade de vida dos individuos afetados. Visto que o
alimento é a unica fonte significativa de aporte de iodo para seres humanos
€ que sao poucos os alimentos naturalmente ricos em iodo, a deficiéncia de
iodo € uma condigdo que afeta normalmente uma comunidade ou uma
regido inteira. Segundo a OMS, atualmente ainda existem 54 paises (Figuras

2 e 3) cuja populacdo se encontra com deficiéncia de iodo®.
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Tabela 3 - Desordens causadas pela deficiéncia de iodo

Expectro das desordens causadas pela deficiéncia de iodo
Conseqliéncias para a saude da
Grupos fisildgicos deficiéncia de iodo

Bdcio

Todas as idades Hipotireoidismo

Maior susceptibilidade a radiagao nuclear

Abortamento espontaneo
Feto Prematuridade

Anomalias congénitas

Mortalidade peri-natal

Cretinismo endémico incluindo defict mental
com mistura de

Neonato mutismo, diplegia espastica, estrabismo,
hipotireoidismo e

baixa estatura

Diminuigdo da fungdo mental
Crianga e adolescente Desenvolvimento fisico retardado
Hipertireoidismo iodo-induzido

Adultos Diminuigdo da fungdo mental

Em vista do impacto da caréncia de iodo na saude de populacdes
inteiras varias medidas vem sendo tomadas pela OMS a partir de 1960 ao
iniciar o monitoramento global da deficiéncia de iodo e recomendar agbes de
controle. A iodagcdo de sal, por ser um método eficiente e de baixissimo
custo (2 a 9 centavos de dolar americano/pessoa/ano ou seja menos de
vinte centavos de real/pessoa/ano), foi adotada por varios paises como a

estratégia para corrigir a caréncia de iodo. Baseado nos resultados obtidos
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por esses paises, em 1994, numa sessado conjunta com UNICEF, a OMS
recomendou oficialmente a adogao da iodagado universal de sal (USI, do

inglés universal salt iodization) por seus paises membros.

A iodagao do sal no Brasil foi iniciada com a lei de 1953 que tornava
obrigatéria a fortificagdo do sal consumido em areas endémicas de bdcio.
Desde entdo, a regulamentacao oficial desse assunto passou por varias
modificagdes e foram sendo definidas as autoridades responsaveis por
normatizagcao e fiscalizagdo dos niveis de iodagdo do sal bem como a
responsabilidade dos usineiros na adigcdo de iodo ao sal. Esta legislagao
trouxe um avanco significativo no controle de bécio endémico. Entretanto,
em nosso meio ha uma heterogeneidade consideravel no que diz respeito a
suficiéncia de iodo. Um estudo brasileiro de 1994 detectou uma ingestao
relativamente baixa de iodo em 20.000 criangas em idade escolar estudadas
(mediana da excregdo urinaria de iodo < 100 pg/l)*®. Por causa disso, a
iodagao foi aumentada de 40-60 mg de iodo/kg de sal para 40-100 mg de
iodo/kg de sal em 1998*. Estudos posteriores®>® documentarem que a
populacao brasileira foi exposta ao iodo em excesso (mediana da excregéo
urinaria de iodo > 300 ug/l) de 1998 a 2003 apds o que os limites de iodagéo
do sal foram reduzidos para 20-60 mg de iodo/kg de sal. Dessa maneira, nas
duas ultimas décadas, a populacao brasileira foi submetida a regimes
diversos de aporte de iodo através do sal. O efeito dessa variagao do regime

ainda nao foi apreciado na sua totalidade.
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Figura 2 - Mapa da OMS especificando a extensao territorial de cada pais envolvida na
coleta das dosagens de iodo urinario da populacdo, para a classificagdo de
suficiéncia mundial de iodo®
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Figura 3 - Mapa da Organizagdo Mundial da Saude especificando a suficiéncia de iodo
mundial®’
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Pelo exposto, ficam evidentes algumas lacunas no nosso
conhecimento em relagao a esta condi¢cdo tdo comum que ¢ a tireoidite auto-
imune. O verdadeiro significado dos infiltrados linfocitarios tireoidianos
requer uma clarificagcdo antes que uma classificagado histolégica concisa,
coerente com a fisiopatologia e aceita pela comunidade de clinicos e
patologistas possa ser proposta. Adicionalmente, as controvérsias quanto ao
papel do iodo na inducdo de tireoidite poderia e deveria ser mais bem
examinada a luz de modelos experimentais que simulem ao maximo as
condicbes de exposicao ao iodo de pessoas que vivem em regiées nao
carentes deste elemento. Por estas razbes desenvolvemos o presente
estudo, composto de um estudo retrospectivo em necropsias para avaliar se
houve aumento de prevaléncia de tireoidites na populacado estudada e uma
avaliacdo em animais de experimentacdo que apresentam predisposicao

natural a doengas auto-imunes, inclusive tireoidianas.



2 OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho sé&o:

1- Detectar e caracterizar infiltrados mononucleares em tiredides nao
neoplasicas nas necropsias realizadas de 2003 a 2007 no SVOC

da Universidade de Sao Paulo e comparar a prevaléncia deste
achado com aquela encontrada no mesmo servi¢o de 1931 a 1989.

2- Avaliar a presenca e intensidade de marcadores de apoptose nas

tiredides que apresentam o infiltrado mononuclear.

3- Avaliar o papel de iodo na génese da tireoidite auto-imune em

animais de experimentacdo e o efeito do iodo na histologia

tireoidiana desses animais.

4- Desenvolver um modelo experimental para o estudo de tireoidite.



3 METODOS
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3.1 Estudos das necropsias

Revisamos retrospectivamente 4613 necropsias consecutivas no
periodo de 2002 a 2007, realizadas no Servico de Verificacdo de Obitos da
Universidade de Sao Paulo compreendendo necropsias de verificagdo de
Obitos naturais domiciliares mal definidos e de ébitos ocorridos no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,

Brasil.

As necropsias realizadas neste servico, por residentes do Servigo de
Patologia sao supervisionadas por professores e médicos da Faculdade de
Medicina, em sua realizagdo e analise histologica do material. Todas as

necropsias tém ampla coleta material, embora ndo sistematica®’.

3.1.1 Microscopia Optica

Separamos para revisdo as laminas dos casos que receberam
diagnostico de tireoidites. As tireoidites especificas e outras patologias
tireoidianas foram excluidas, por ndao fazerem parte dos objetivos deste
estudo. Os espécimes de tiredide e outros o6rgaos foram fixados em
formaldeido a 10% e incluidos em parafina e cortes de 3 a 5uym foram
corados pelo HE (Hematoxilina-eosina). As laminas selecionadas foram

reavaliadas por um unico observador HB (Prof. Dr. Helio Bisi) e classificadas
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de acordo com o padrdo dos infiltrados em: infiltrado linfocitario (IL) e

infiltrado linfoplasmocitario (ILP).

IL foi definida para nosso estudo como infiltrado linfocitario intersticial,
focal ou difuso, sem distorcdo da arquitetura lobular e ILP como o infiltrado
de linfécitos em diferentes fases de maturagdo, com ou sem a presenga de
macrofagos e obrigatoriamente de plasmécitos sendo as células oncociticas
facultativas em nossa classificacdo assim como a distor¢do da arquitetura
lobular. As células oncociticas nao foram consideradas como critério
diagnostico porque elas sao encontradas em outras doencgas tireoidianas

como, por exemplo, bocio adenomatoso.

3.1.2 Imunohistoquimica

Blocos de material tireoidiano de 40 casos de tireoidite foram
recuperados (20 casos classificados a microscopia 6ptica como IL e 20
como ILP) e submetidos ao estudo imunohistoquimico e foi usada uma
tiredide normal como controle. Cortes de 3um de tecido, em laminas
silanizadas foram submetidos a técnicas de imunohistoquimica para
pesquisa de marcadores de linfocito T CD4%(Dako), CD8*(Dako), de
macréfagos por CD68*(Dako) e linfécito B(CD20" foram realizados para
identificacdo dos infiltrados. Para pesquisa de apoptose foram realizadas

caspase-3 e a técnica do TUNEL (Roche).
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A desparafinacgao foi feita com banhos de xilol primeiro por 10 minutos
a 60°-65°C e em seguida de trés banhos em temperatura ambiente. Os
tecidos depois foram re-hidratados em banhos de alcool (95% e 70%) e

lavados em agua corrente.

A recuperacgao dos antigenos foi realizada por um minuto em solugao
de citrato 10mM, pH 6,0 em panela de pressdo a temperatura elevada. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado por incubagdo de 10 minutos
em agua oxigenada (H20;) e o bloqueio de imunoglobulinas ndo especificas
foi obtido por imersao em leite desnatado a 2% por 20 minutos. Finalmente
as laminas foram encubadas em geladeira por 12 horas com anticorpos
primarios a 4°C,em cdmara Umida. Antes da incubagdo com o anticorpo
secundario biotinilado, as laminas foram lavadas por 3 minutos em PBS
(salina tamponada por fosfato) antes da incubagdo com o anticorpo
secundario biotinilado. A revelacdo foi realizada com complexo de
peroxidase conjugado por 30 minutos a 37° C (Novocastra Novolink) usando
DAB (diaminobenzidina- Sigma) como cromoégeno. As laminas foram

coradas com hematoxilina de Harris.

3.1.3 Analise semi-quantitativa das laminas de imunohistoquimica

Para a analise semi-quantitativa das laminas de imunohistoquimica foi

realizada a varredura de cada lamina estudada no aumento médio (100X).
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Para a avaliacdo dos infiltrados todas as marcagdes positivas (“Hot
spots”) foram classificadas nas seguintes graduacgdes: Total (todo o campo a
difusamente ou > 75%), Dominante (superior a 50% do campo Optico),
Média (de 25 a 50% do campo 6ptico), Escassa (menor de 25% do campo
Optico), Rara (apenas algumas raras células marcadas no campo 6ptico) e
Ausente (auséncia de células marcadas). A cada graduacéo foi atribuido um
escore para estabelecer uma quantificacao relativa da positividade: Total
escore 5, Dominante escore 4, Média escore 3, Escassa escore 2, Raras

células escore 1 e Ausente escore 0 (Figura 4).

Divisdo dos campos microscopicos utilizada na dlassificagdo daimunohistoquimica
= =7 4 =
25% 50 %
Escore
T Tota =>75% =5
D Dominante = >50% =4
M Média = 25a50% =3
E Escassa = <25% =2
R Rara =raras células =1
A Ausente =semmarcacdo =0

Figura 4 - Método de andlise semi-quantitativa dos infiltrados com a divisdo dos campos
microscépicos e tabela dos escores utilizados para classificar os infiltrados dos
infiltrados
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Para a avaliagédo da marcacgao para caspase € TUNEL, a lamina toda
foi examinada e todos os campos da amostra classificados conforme sua
marcacao (Tabela 4 e Figura 5). A somatéria dos escores foi dividida pelo
numero de campos marcados e a média dos escores submetida a analise

estatistica.

Tabela 4 - Escores atribuidos as marcagdes da Imunohistoquimica para caspase e ensaio

do TUNEL
Marcador Infiltrado Escore
negativo negativo 0
negativo positivo 1
positivo negativo 2
positivo positivo 3

Varredura do estudo das laminas de Imunohistoquimica

Figura 5 - Método utilizado na avaliagdo das laminas de imunohistoquimica por varredura

3.1.4 Andlise estatistica

A freqUéncia de tireoidites da série atual foi comparada a frequéncia

da série anterior com o uso de teste de chi-quadrado. A homogeneidade da
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freqUéncia de tireoidites nos anos em que as autdpsias da série atual foram
feitas foi avaliada também por teste de chi-quadrado. A comparagao dos
escores de imunohistoquimica para CD4"*, CD8", CD20" e CD68" foi feita

pelo teste t de Student e ajuste de modelo de regressao logistica.

3.2 Estudo experimental

3.2.1 Camundongos

Matrizes de camundongos NOD (n&o obesos diabéticos) foram
adquiridas do CEDEME (Centro de desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia) da Universidade Federal de Séao
Paulo, procriados e mantidos no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Foram utilizadas 64
fémeas de 4 a 6 semanas de vida, divididas em dois grupos iguais (Grupo

Experimental e Grupo Controle).

O Grupo Experimental (GE) recebeu a quantidade média de
0,2 mg/animal/dia de iodo sob a forma de iodeto de potassio na agua de

beber, estimado pelo volume de agua ingerido diariamente pelos animais.

O Grupo Controle (GC) recebeu agua sem adi¢ao de iodo. Os grupos
GE e GC foram divididos em dois novos grupos de 16 animais cada um,

assim denominados: grupo GE60, grupo GE90, grupo GC60 e grupo GC90
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de acordo com o tempo de exposi¢cao a agua iodada isto é 60 ou 90 dias.

Todos os animais foram alimentados com ragcao comercial ad libitum.

Apos os periodos de observacdo os animais foram pesados,
anestesiados com 100mg/Kg de Ketamina e 10mg/Kg de xilazina via
intraperitoneal e antes da retirada da tire6éide em bloco com a traquéia, foi

realizada a eutanasia dos animais por deslocamento cervical.

3.2.2 Microscopia Optica

A tiredide retirada em bloco foi fixada em formalina a 10% e
emblocada em parafina. Cortes de 3u foram corados pela hematoxilina-
eosina (HE) e montados com Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
posteriormente analisados a microscopia 6ptica. Tireoidite foi definida como

infiltrado mononuclear independente de sua intensidade.

3.2.3 Microscopia Eletrénica(ME)

Os fragmentos de tiredide para a ME foram fixados em solugao

tampao de fosfato de glutaraldeido a 2% (0,1M, pH=7,4) e dissecados
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imersos nessa solucdo em lupa (4X). A primeira pos-fixacao foi feita com
tetradxido de 6smiun e a segunda com uranila por 12 horas. A desidratagao
do material foi feita com acetona em séries graduadas de 30 a 100% antes
de serem emblocadas em resina araldite. Cortes de 70nm foram examinados

no microscoépio eletrénico Jeol 1010 TEM (Japao).

3.2.4 Analise estatistica

O teste Chi-quadrado (y?) foi utilizado para estudar a associagéo entre
o tratamento com iodo e frequéncia de tireoidites e o teste do extrato de
Fisher foi usado quando n < 5. O risco relativo da tireoidite no grupo
experimental foi calculado usando o pacote Epitopos escrito para o ambiente
estatistico R. Com o intuito de evitar o problema de divisdo por zero no
célculo de risco relativo, todos os valores foram acrescidos de 0,5 quando
uma das células apresenta o valor zero. Foram considerados significantes os

valores de p < 0,05.

3.2.5 Comissao de ética

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de

Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da FMUSP.



4 RESULTADOS
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4.1 Resultados —

Estudo das Necropsias
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Das 126 autopsias em cujos laudos constavam diagndsticos de
tireoidites auto-imunes pudemos revisar 106. Nestas, a nossa revisao
identificou infiltrados mononcleares que, conforme 0S nossos critérios
puderam ser classificados como infiltrado linfocitario (Figura 6) ou infiltrado
linfoplasmocitario (Figura 7). O infiltrado linfocitario foi mais freqlente
(57,6%) que o infiltrado linfoplasmocitario (42,5%) como demonstrado na
Tabela 5. A média de idade dos individuos arrolados neste estudo foi de
59,64 + 16 anos para as mulheres e 60,9 + 14,78 para os homens, tendo

sido excluida na anélise das médias de idade uma crianca de 32 dias.

Figura 6 - Infiltrado linfocitario (IL)
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Figura 7 - lifiltrado linfoplasmocitario (ILP) (400X)

Tabela 5 - Prevaléncia de tireoidite em 4613 casos de necropsias estudados

Classificacéo do Infiltrado Total N % Total Tireoidite % Total Necropsias

Infiltrado Linfoplasmocitario 45 42,5 0,975
Infiltrado Linfocitario 61 57,6 1,322
Total 106 2,297

A maior frequéncia (72,6%) dos infiltrados mononucleares tireoidianos
foi encontrada no sexo feminino. A prevaléncia anual esteve em torno de

2,3% nao variando ano a ano significativamente nos cinco anos (Tabela 6)

Tabela 6 - Prevaléncia Anual de tireoidites nas 4613 necropsias estudadas

2003 2004 2005 2006 2007 total

Numero de casos 1076 1066 835 876 760 4613
Infiltrado Linfoplasmocitéario 3 11 8 14 9 45
Infiltrado Linfocitario 22 15 10 9 5 61
Total 25 26 18 23 14 106
Total %* 232 243 2,15 262 1,84 2,29

*Sem diferencga estatistica na prevaléncia anual.
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Quando comparamos a frequéncia das tireoidites auto-imunes da
série atual a série anteriormente realizada neste mesmo departamento por

Bisi et al.®®

encontramos uma inversao das faixas etarias prevalentes
(Figura 8). No periodo de 1931 a 1989, a tireoidite foi mais freqientemente
vista em individuos jovens e o pico de prevaléncia ocorreu na 42 década de

vida enquanto na série atual a prevaléncia subiu abruptamente apds a 42

década, tendo seu pico ao redor da 72 década de vida (Figura 8 e Tabela 7).

35% - pue
30% @11-20
259, - 021-30
20% - . 031-40
15% - m41-50
10% - @51-60
5% - m61-70
0% — | ari-8a

Anterior 1931-1989 Atual 2003-2007 .

Figura 8 - Distribuicao da prevaléncia de idade. Comparacao da série atual e anterior
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Tabela 7 - Distribuicao das Tireoidites nas faixas etarias em anos, nos dois estudos.

Faixa etéria Estudo
Anterior Atual*

0-10 3 (5,26%) 1 (0,94%)
11-20 7 (12,28%) 2 (1,89%)
21-30 11 (19,3%) 2 (1,89%)
31-40 19 (33,33%) 8 (7,55%)
41-50 8 (14,04%) 17 (16,04%)
51-60 3 (5,26%) 18 (16,98%)
61-70 3 (5,26%) 31 (29,25%)
71-80 3 (5,26%) 19 (17,92%)
>80 0 (0%) 8 (7,55%)
Total 57 106

*p < 0,001

E interessante observar que na série atual encontramos uma
prevaléncia 58 vezes maior que na seérie anterior (106 em 4613 necropsias e

57 em 145.043 necropsias respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8- Prevaléncia comparativa de tireoidites encontradas em estudos anteriores de Bisi
et al. e na série atual

Séries Necropsias (n) Tireoidite(n) %
Atual 4.613 106 2,2978
Anterior3 145.043 57 0,0392

No exame histopatolégico encontramos foliculos dilatados
difusamente com epitélio chato em praticamente todos os casos (94,4%,)
(Figura 9). Este achado ndo estava presente em uma tiredide que
apresentava infiltrado linfoplasmocitario e em 5 casos em que encontramos

uma extensa fibrose.
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Figura 9 - Foliculos dilatados com epitélio achatado.Imagem persistente em 94,4% de nossa
revisdo (50X)

A marcagio para linfécitos CD4" e CD8" (Figura 10) e CD20" (Figura
11) foi positiva difusamente ao longo dos infiltrados e CD68", utilizado para a
marcacdo de macréfagos foi encontrado difusa e esparsamente positivo
(raras células por campo) ao redor de foliculos e do infiltrado linfocitario em

todos os casos estudados (Figura 12).

Figura 10 - Immunohistoquimica para CD8" (A) e CD4" (B) (50X)
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A estimativa da quantidade de infiltrados positivos para CD4, CD8 e

CD68, representados pelos escores de semi-quantificacdo, demonstrou
diferencas estatisticamente significantes entre o grupo das tiredides que
apresentavam infiltrado linfocitario e o grupo que apresentavam infiltrado

linfoplasmocitario (Tabela 9). Em comparacdo, estes grupos nao
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apresentaram diferencas significantes na quantidade de infiltrados CD20

positivos (Tabela 9).

Tabela 9 - Média dos escores encontrados para 0os marcadores de Imunohistoquimica

Média dos escores

Marcacéo IL ILP p*

CcD4" 1,702 2,110 0,01520
cD8’ 1,421 1,847 0,000984
CD20" 1,617 1,908 0,05288
CD68" 1,052 1 0,03315
Casp3 1,4855 2,127 0,01708
TUNNEL 1,478 2,070 0,005471

*Todos os parametros analisados apresentam diferenca significativa quando o tipo de infiltrado é
considerado. A excecéo é a marcagdo para CD20 e o ensaio de TUNEL cuja diferenca foi marginal.

A marcacao tanto para caspase-3 (Figura 13) quanto a técnica do
TUNEL (Figura 14) foram positivas em todos 0s casos e negativa em nosso

controle. Estes marcadores para apoptose foram mais intensos nas tiredides

gue apresentavam infiltrado linfoplasmocitério (Tabela 9).
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Figura 14 - Ensaio do TUNEL (400X e 100x)

Diante destes resultados, decidimos verificar se era possivel
diferenciar o tipo de infiltrado (linfocitario ou linfoplasmocitario) a partir da
positividade dos marcadores utilizados (marcadores de células T, B e de
apoptose). O ajuste de modelo de regressdo encontrou associacao entre o
tipo de infiltrado e a positividade para CD8" e TUNEL (Tabela 10). A andlise
de variancia indicou que escores de CD4", CD8" e TUNEL s&o os que mais

contribuem para a diferenciacéo dos tipos de infiltrado (Tabela 11).

Tabela 10 - Regressdo do Tipo de tireoidite sobre os parametros CD4*, CD8", CD20",
Caspase 3 e TUNEL

Coeficientes

Estimativa Erro padréo p
Constante 0.30538 0.29771 0.3122
CcD4" -0.13163 0.23264 0.5752
CcD8" 0.79683 0.32615 0.0199
CD20" -0.25171 0.22316 0.2672
Caspase 3 0.05966 0.09663 0.541
TUNNEL 0.27044 0.0996 0.0103

*Este teste mede a associacdo do parametro “tipo de infiltrado” com os escores de imunohistoquimica
das células mononucleares e 0s ensaios para apoptose. Em outras palavras: “qual marcacéo
caracteriza o tipo de infiltrado?”
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Tabela 11 - Andlise de variancia de cada um dos componentes utilizados na regressao

Tipo Somados Média dos

Resposta GL guadrados guadrados Valor F p
CD4" 1 1.4607 1.4607 8.4303  0.006439
CcDs8* 1 1.1186 1.1186 6.4561 0.01579
CD20" 1 0.112 0.112 0.6463  0.427032
Casp 3 1 0.1405 0.1405 0.8108 0.374215
TUNNEL 1 1.2774 1.2774 7.3724  0.010331
Residuais 34 5.8909 0.1733

Esta tabela apresenta a contribuicdo relativa de cada marcador de infiltrado ou de apoptose na
diferenciacédo do tipo de infiltrado. O tipo de infiltrado esta associado a marcagdo para CD8 e para
TUNNEL. As variaveis que mais contribuem na diferenciacéo de TL e TH sdo CD4, CD8 e TUNNEL

(GL: grau de liberdade).
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4.2 Resultados

Estudo Experimental
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N&o houve diferenca no peso médio (25g) dos animais dos grupos
experimental e grupo controle ao final do tempo de estudo dos diferentes

grupos, néo evidenciando sinais de processo catabdlico.

O uso de 4gua iodada no grupo experimental de 60 dias foi associado
ao desenvolvimento de tireoidite nos camundongos NOD de nosso grupo.
Com a sobrecarga de iodo, 8 de 16 animais do grupo GE60 apresentaram
infiltrado linfocitario compativel com tireoidite. Esse achado se contrapds ao
fato de que nenhum animal do grupo controle GC60 apresentou infiltrado na
tiredide (Tabela 12). Essa diferenca de frequiéncia entre esses grupos foi

estatisticamente significante (p = 0,0012) pelo teste do exato de Fisher.

Tabela 12 - Resultados dos grupos experimental (GE) e controle (GC)

Grupo Periodo N Tireoidite Necrose Risco relativo
de exposicéao

GEG60 60 dias 16 8 5 17,00 (1,06-271,78)
GE90 90 dias 15* 7 1 2,49 (0,78-7,89)
GC60 60 dias 16 0 0

GC90 90 dias 16 3 0

*um camundongo morreu durante o experimento sem causa definida

N&o houve incremento da freqiéncia de tireoidites nos camundongos

do grupo experimental observados por 90 dias (grupo GE90), tendo sido
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observado infiltrado em 7 dos 15 animais. No grupo controle de 90 dias
(grupo GE90) foi observado infiltrado em apenas 3 animais (Tabela 1). Um

animal do grupo GE90 morreu de causa indeterminada.

A comparacao das frequéncias dos grupos GE90 e GC90, porém nao

foi estatisticamente significante (p = 0,0812).

A microscopia 6ptica, a tireoidite iodo-induzida foi caracterizada pelo
infiltrado linfocitario que variou de pequenos focos de linfocitos invadindo o
intersticio de trés ou quatro foliculos (Figura 15A) a extensa infiltracdo de
substancial por¢cdo do lobo tireoidiano (Figura 15B). A intensidade da

infiltrag&@o correlacionou-se, aparentemente, ao tempo de exposi¢éo ao iodo.
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Figura 15 - Microscopia Optica: infiltrac&o linfocitica focal ou extensa em tiredides do GE.
Notar paratire6ide na regido superior da Figura B (100 X e 50X)

Essas infiltragcbes estiveram frequentemente ao redor de grandes
foliculos ou cistos formados por foliculos coalescentes (Figura 16) e algumas
vezes foram encontradas necrose de foliculos e quebra da arquitetura
tireoidiana (Figura 17). Foliculos atréficos com diminuigdo de seus diametros

foram encontrados envoltos pelo ou na periferia dos infiltrados (Figura 18).
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Figura 18 - Microscopia Optica: Célula plasmocitéide dentro do foliculo (A) e macréfago
dentro da luz do foliculo (B) (400X)
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Areas focais de necrose foram encontradas em alguns animais do
GEG60 (Tabela 12) e em 3 deles foi vista tireoidite concomitante. Um animal
do GE90 desenvolveu necrose sem que tenha sido visto infiltrado linfocitario.
Em nenhum animal dos grupos controle GC60 e GC90 foi encontrada

necrose (Tabela 12)

Tiredides de 2 animais expostos por 60 dias ao iodo e de 2 animais
controles de idade equivalente foram examinadas a microscopia eletrénica.
Nas primeiras encontramos células apresentando reticulos endoplasmaticos
rugosos distendidos, mitocdndrias degeneradas e edemaciadas com perda
de suas cristas (Figura 19). Outros achados incluiram “debris” sub-celulares
(Figura 20) e imagens que designamos “espacos amorfos” devido a sua
natureza desconhecida que séo espacos claros, mal definidos nos quais nao
€ possivel visualizar no seu interior nlicleos ou organelas que pudessem ser

identificadas com certeza (Figura 21). Estas alteracdes ultraestruturais nao

foram observadas nas tiredides de animais controles (Figura 22).

Figura 19 - Microscopia Eletrénica do grupo experimental GE60: reticulo rugoso dilatado e
mitocdndrias edemaciadas, degeneradas com perda de suas cristas
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SRR,

Figura 20 - Microscopia Eletrbnica do grupo experimental: debris e mitocdndrias
edemaciadas

Figura 21 - Microscopia eletrénica do grupo experimental mostrando mitocondrias
edemaciadas e espacgos amorfos
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Figura 22 - Microscopia eletrénica de camundongos normais

Ao examinar os cortes semi-finos desses casos bem como os
emblocados de restos do material encaminhados para a microscopia

eletrénica ndo foi encontrado infiltrado linfocitario (dados ndo apresentados).



5 DISCUSSAO
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Revisdes de material de necropsia tém papel definido no estudo da
histéria natural das doencas e na determinacdo de suas frequéncias. Por
serem capazes de detectar as doencas em estagios ainda incipientes,
estudos de necropsias, proporcionam ao investigador a possibilidade de
analisar todos os possiveis estagios morfolégicos de uma doenca e podem
definir com precisdo a prevaléncia de entidades nosoldgicas. Apesar desta
vantagem clara dos estudos de autopsias, diferentes protocolos de
representacdo tecidual e critérios de inclusdo sdo utilizados por varios
investigadores criando obstaculos a comparacao direta dos resultados de
diferentes centros. Por exemplo, Fleishmann et al.”® relataram que, quando a
amostragem de tecidos foi feita apenas na presenca de lesdes
macroscopicas suspeitas, o padrédo inflamatério tireoidiano na microscopia
optica foi encontrado em 0,95% dos casos contrastando a frequéncia de
6,6% obtida quando pelo menos um exemplar de cada lobo foi amostrado.
Resultados semelhantes foram encontrados por Bisi et al.>® no estudo em
que representaram sistematica e minuciosamente 300 tiredides
consecutivas, independentemente de dados clinicos e achados
macroscopicos. Vale ressaltar que o objetivo das necropsias é a busca da
causa-mortis e seria inviavel, por causa do custo financeiro e de méao de
obra envolvidos, a busca detalhada de condicdes ndo diretamente
relacionadas & causa principal do 6bito®”*°. Finalmente a comparacéo da
freqUéncia de tireoidites obtidas por diferentes estudos € problematica tendo
em vista a inexisténcia de uma classificacao validada e mundialmente aceita

de tireoidites™®.
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Neste estudo examinamos a interacdo entre a ingestao oral de iodo e
a auto-imunidade tireoidiana em duas frentes. Numa delas, avaliamos a
freqUéncia de infiltracdo mononuclear intratireoidiana — alteracédo histologica
caracteristica das tireoidites auto-imunes — em material de necropsias
realizadas entre 2003 e 2007. O intervalo de amostragem escolhido sucedeu
um periodo em que houve aumento do teor de iodo utilizado na fortificacdo
do sal para consumo humano (ver a Introducéo). Portanto, a prevaléncia de
tireoidite observada nesta revisao reflete, ao menos em parte, esta variacao
no teor de iodo no sal de cozinha. Na segunda frente os efeitos do iodo
foram avaliados pela alteracdo estrutural nas tiredides de camundongos
NOD. Comparamos os dados da nossa revisao de necropsia com um estudo
realizado no século passado® que avaliou a prevaléncia das patologias
tireoidianas em necropsias feitas consecutivamente durante 5 décadas®®.
Considerando estes dois estudos foram realizados no mesmo departamento
com a participacdo de um mesmo examinador e que as populacdes
examinadas nos dois estudos vem da mesma area geografica, podemos
estar certos de que ocorreu um aumento da prevaléncia de tireoidites nesse

periodo de 5 anos por nés estudados.

A comparacdo das duas seéries revelou um desvio da distribuicao
etaria da prevaléncia das tireoidites. No presente estudo a maioria das
tireoidites auto-imunes foi encontrada em individuos com idade superior a 40
anos. Isso esta em contraste a concentracdo de tireoidites nos individuos
que se encontravam entre a 22 e 52 décadas de vida do estudo anterior.

Possivelmente o declinio, dependente de idade, da funcdo imune como
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proposto por Kurashima et al.?°, contribuiu para este desvio do pico de
frequiéncia de tireoidites em nossa série. E possivel que a iodacéo plena de
sal, introduzida apenas no final do periodo analisado pelo estudo anterior,
tenha também uma contribuicdo significativa. Infelizmente, ndo é possivel

testar esta hipotese com base nos dados disponiveis.

No lugar de adotar critérios histologicos para classificar as
inflamacdes tireoidianas ndo especificas em TH e TL preferimos, neste
estudo, classificar os infiltrados pela presenca ou auséncia de plasmaocitos
(marcador de producédo intratireoidiana de anticorpos) e por padrdo de
distribuicdo dos infiltrados. Com essa opcao evitamos o 6nus de categorizar
as tireoidites usando critérios ndo plenamente aceitos e abrimos a
possibilidade de examinar se esses infiltrados representam processos
inflamatorios de severidades diferentes. O uso de imunohistoquimica para
averiguar a composicao desses infiltrados permitiu detectar diferencas
fundamentais entre esses dois tipos de infiltrados. A avaliacdo semi-
quantitativa da marcacao imunohistoquimica demonstrou que IL e ILP s&o
diferentes quanto & quantidade de células CD4*, CD8" e CD68" (Tabela 4).
A maior pontuacdo média dos ILP para células CD4" e CD8" pode indicar
que ILP represente, em relacdo ao IL, uma inflamac&o de maior intensidade
ou que IL e ILP retratem momentos diferentes de um mesmo processo
inflamatorio. Compativel com essa interpretacdo € a maior frequéncia de
apoptose nas tiredides que apresentam ILP demonstrada pela maior
pontuacio da caspase-3 e do ensaio do TUNNEL. E interessante notar que

a marcacdo para CD20 (que identifica linfocito B ndo diferenciado em
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plasmdcito) ndo apresentou diferenca estatisticamente significante o que
mostra que a intensidade da inflamacédo cronica tireoidiana € regida

principalmente pela imunidade celular.

Nosso modelo de regressao identificou que o tipo de infiltrado estava
associado ao escore de CD8" e TUNNEL e que, apesar de também
contribuir para variabilidade dos nossos dados, o escore de CD4" néo estava
associado estatisticamente a IL ou a ILP (Tabelas 5 e 6). Isso reforcar a
hipétese de que IL e ILP sejam apresentacfes diferentes de um mesmo
fendmeno e que o maior actimulo de células CD8" no ILP seja indicativo de
gue o mecanismo efetor imune estd mais organizado e eficiente do que no
IL. O mesmo raciocinio se aplica a observacdo de que a freqiéncia da
apoptose foi importante para diferenciar IL do ILP. A utilidade do TUNEL, e
ndo da caspase-3, nessa diferenciacdo pode sugerir que apoptose
independente de capase (por exemplo, via AlF (apoptosis-inducing factor))
tenha participacdo significativa na morte das células foliculares nas

tireoidites.

Neste estudo ndo vimos necrose folicular nas tiredides examinadas.
Foliculos dilatados delineados por epitélios achatados foram um achado
quase que obrigatério (94,4%) em nossa revisdo. Além disso,
acompanhando os infiltrados, encontramos  foliculos  atroficos
freqientemente envoltos por tecido fibrovascular, dando a impressao de
pseudo-nddulos. Esse arranjo possivelmente esta relacionado ao aspecto

heterogéneo nodular detectado pelos exames de ultrassonografia que,
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freqientemente, mimetiza bo6cio multinodular ou ndédulos tireoidianos,

levando, ndo raras vezes, a investigacdes e intervencdes desnecessarias.

Os resultados do ramo experimental deste estudo endossam a
afrmacdo de que o iodo tem importante papel no desenvolvimento da
tireoidite. Parte das evidéncias pode ser observada pela comparacdo do
GC60, com nenhum dos animais afetados, contra o GE60, onde 50% dos
animais exibiram tireoidite. Adicionalmente nos também observamos elevada
incidéncia de tireoidites no GE90. A etiopatogenia das tireoidites € ainda
amplamente discutida e a iodac&o do sal (para consumo humano e animal) e
elevado (elevados niveis de) iodo urindrio séao freqientemente
responsabilizados?’ %3, Existem, porém ainda, controvérsias em diferentes
publicacdes quanto ao incremento da prevaléncia de tireoidites e elevacao
dos niveis de iodo urinario em publicacdes de grupos brasileiros®’. Nossos
resultados corroboram fortemente com essa premissa porque 0s animais do
grupo controle ndo desenvolveram tireoidite exceto para a incidéncia

relatada para os camundongos NOD®? .

Interessantemente, uma exposicdo mais prolongada ndo pareceu
aumentar a frequéncia de tireoidites. Isto indica que o iodo € um fator
estocastico e ndo deterministico para o desenvolvimento da auto-imunidade
tireoidiana. O fato de a frequéncia de tireoidite no GE90 né&o ter sido maior
do que no GE60 sugere que a sensibilizacdo do sistema imune por auto-
antigenos tireoidianos ocorre rapidamente apds a exposi¢cdo ao iodo. Uma
lesdo aguda induzida por iodo, com exposicdo de antigenos tireoidianos,

poderia ser este evento inicial que expde os auto-antigenos. Especulamos
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que as alteracdes ultra-estruturais provocadas pelo tratamento com iodo séo
0s primeiros sinais de lesdes de células foliculares que de alguma forma
contribuirdo para a exposicdo ao sistema imune dos auto-antigenos

tireoidianos sensibilizando assim as células imunes relevantes.

A incidéncia de 18,7% de infiltracdo no GC90 € quase similar ao
relatado por Damotte et al.®? (14,3%) usando a mesma linhagem. Estes
autores também observaram que as primeiras infiltracées linfocitarias em
camundongos NOD tipo selvagem ocorreram em 14 a 15 semanas, mas

com predominio em colbénia de machos.

Como na tireoidite humana, nossos animais apresentaram infiltracao
linfocitdria como um achado proeminente. Embora nds tenhamos sido
capazes de identificar algumas células semelhantes a plasmécitos (Figura
18A), em geral os infiltrados na tireoidite dos camundongos nao foram ricos
em plasmocitos como na tireoidite humana. A aparéncia geral do grupo
GE90 pareceu exibir maior severidade da infiltracdo do que no grupo GEG60,

0 gue pode ser explicado, em parte, pela evolucdo do processo inflamatorio.

A frequiéncia de necrose encontrada em 31,25% do grupo GE60, esta
em acordo ao efeito téxico do iodo aos tiredcitos, como relatado por Bagchi

|.63

et al.””. Outros investigadores tém descrito a necrose como 0 primeiro passo

da exposicdo do antigeno no processo auto-imune da tireoidite?®®3%,
Interessantemente, a frequéncia da necrose diminuiu no grupo GE90. E
possivel que o efeito toxico do iodo possa ndo ser sustentado por periodo

prolongado de tempo ou que a tiredide seja capaz de evocar uma resposta,

possivelmente associada ao escape do efeito de Wolff-Chaikoff, de
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dessensibilizacdo apds a exposicao repetida. A curta duracdo do efeito
toxico do iodo poderia explicar porque a necrose foi menos freqtiente nos 90
dias de tratamento. A necrose inicial poderia ainda estar relacionada a
isquemia relativa da microcirculacao tireoidiana determinada por aumento do
diametro de foliculos tireoidianos ocasionado por bloqueio da sintese e

liberacdo de hormdnios iodo-induzidos.

Sabendo que a exposicdo ao iodo hiporregula a expressédo de genes
gue codificam fatores angiogénicos, conjecturamos que a limitacdo aguda do
fluxo sanguineo causada pelo iodo poderia contribuir para a necrose das
células foliculares e o processo inflamatério subsequente liberaria antigenos

para as células imunes.

A microscopia eletrbnica mostrou alteracbes compativeis com
degeneracdo celular. Reticulo endoplasmatico distendido e leséo
mitocondrial com perda de suas cristas foram descritas por Nakazawa et
al.?> em humanos (em tiredide humana de uma paciente que morreu e foi
submetida a necropsia) apés a o uso de amiodarona por 19 dias e Bagchi et
al.®® 12 horas (a relatou) ap6s administracéo de iodo em OSC (Obese Strain
Chicken). Ja que nenhuma lesdo sub-celular foi vista nos grupos controle
(GC60 e GCO0) é bastante provavel que a degeneracado ultra-estrutural

tenha sido iodo induzida.

Os espacos amorfos que vimos no grupo experimental ndo foram
previamente documentados. N6s ndo temos até o presente nenhum indicio

de sua natureza e nenhuma explicacéo razoavel para sua presenca pode ser
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oferecida neste momento. Entretanto seu padrao de distribuicdo sugere que

essas estruturas nao parecam ser artefatos.

A aparéncia geral dessas estruturas mimetiza as células claras
habitualmente vistas em tecidos normais e patolégicos, mas diferente das

células claras n6s ndo identificamos nlcleos nessas estruturas.

Mais estudos devem ser considerados para testar a reprodutibilidade
desses achados e sua significancia. Os “debris” (restos) celulares e a leséo
mitocondrial mesmo sem infiltracédo linfocitaria, embora inespecifica, parece

estar relacionados ao iodo e ao inicio desse processo auto-imune.
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A prevaléncia de tireoidites, definida pela infiltracdo tireoidiana por
células linfomononucleares, aumentou no periodo de 2003 a 2007 quando
comparado a cinco décadas do estudo anterior (2,2978 e 0,0392%
respectivamente). Observou-se também a distribuicdo etaria das tireoidites
no presente estudo estava desviada para pessoas com idades mais

avancadas.

Os infiltrados linfocitarios e linfoplasmocitarios puderam ser
diferenciados pela semi-quantificacdo de subpopulacdes de linfécitos e por
marcadores de apoptose. A diferenca entre estes dois infiltrados pode
indicar que IL e ILP representem intensidades diferentes de inflamag&o ou

gue sejam momentos diferentes de um mesmo processo.

hY

Em relacdo a tiredide controle, a presenca de infiltrados
mononucleares nas tiredides estudadas esteve associada a maior freqiéncia
de apoptose. Apoptose mais intensa foi encontrada nas tiredides que

apresentaram infiltrado linfoplasmocitario.

O iodo teve um papel claro como fator desencadeante da tireoidite em
camundongos NOD. A exposicdo destes animais ao iodo foi responséavel

pela maior freqtiéncia e precocidade da tireoidite.

O iodo exerceu um efeito téxico direto na viabilidade e na
ultraestrutura das células tireoidianas. Este efeito pareceu ndo se estender

para além de 60 dias.

Pela similaridade com a tireoidite humana, este modelo animal

mostrou-se util para estudar a fisiopatologia da tireoidite.
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