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RESUMEN

En el presente trabajo hemos estudiado estructural y ultraestructuralmente las modificaciones que se presen-
tan en el parénquima tiroideo de ratas tratadas con estradiol y acetato de trenbolona.

Como material de estudio hemos utilizado el tiroides de 35 ratas Wistar macho, distribuidas en dos grupos: uno
de 28 animales dividido en siete lotes de cuatro animales cada uno, y otro de 7 animales que se utilizé como testigo.
A cada una de las ratas del primer grupo se le implantd, subcutaneamente detras de la oreja, una pastilla que
contenia 2’5 miligramos de estradiol y 17°5 de acetato de trenbolona. Ambos grupos se sacrificaron en los dias uno,
tres, cinco, siete, quince, treinta y sesenta postimplantacion.

La glandula tiroides muestra una hiperactividad en el primer lote de experimentacion, caracterizada
por un aumento de todas las estructuras glandulares en donde hay un predominio de foliculos gfi"? sintesis;
en los lotes 4.9 y 5.° se observa una desorganizacion folicular e hiperplasia bocidgena o fglicular, de-
bido a una disminucién de las estructuras glandulares, presentdndose una gran desorganizacion foli-
cular tanto a nivel central como periférico, con gran cantidad de foliculos sin coloide, a modo de’células en
mosaico. En los dos Gitimos lotes, a los 30 y 60 dias, se encuentra una recuperacion folicular con gran cantidad de
foliculos de almacenamiento revestidos por células planas y con claros fenémenos de degeneracion celulat, porlo
que se instaura un bocio coloide. : T
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SUMMARY

Structural and ultrastructural modifications in thyroid parenchyme of rats treated with oestradiol and trenbo-
lone acetate have been studied.

Thirty-five male Wistar rats were used as material of study distributed in two groups: one of 28 animals divided
in seven lots of four animals each, and other of seven animals used as witness. In every rat of the first group a tablet
containing 2’5 mg of oestradiol and 17’5 mg of trenbolone acetate was implanted subcutaneously behind the ear.
Both gruops were sacrified on the first, third, fifth, seventh, fifteenth, thirtieth and sixtieth day postimplantation.

Thyroid gland shows a hyperactivity in the first experimentation lot, characterized by an increase in all gland
structures where there is a predominance of synthesis follicles. In lots 4 and S a follicular disorganization and bocio-
genic or follicular hyperplasia is observed, due toa decrease of gland structures, appearing a great follicular disorgani-
zation both at central and periferic level, with a great amount of follicles without colloid seeming-like mosaic cells. In
the last two lots, those of days 30th and 60th, a follicular recovering is found with a great amount of storing follicles lined
by flat cells and with clear indications of cellular regeneration, so a colloid goitre is set up.
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INTRODUCCION

Dentro de los anabolizantes, FERRANDO (1980)
clasifica al estradiol y acetato de trenbolonaen el
grupo de los compuestos esteroidicos naturales,
de los que matiza que s6lo son eficaces en su
utilizacion parenteral, ya que en administracion
oral y absorcién intestinal son inactivados en el
higado.

L.os esteroides naturales, utilizados como «fi-
nalizadores» en los animales de abasto, se en-
cuentran bajo control sanitario segun la legisla-
cion vigente. Con el presente trabajo pretende-
mos determinar patrones histologicos y morfo-
métricos de la glandula tiroides que reflejen la
accion de dichos anabolizantes.

Para su realizacion, tomamos como referencia
los trabajos de MOLINA (1982) en corderos im-
plantados con estradiol y acetato de trenbolona,
de ELSE OLEN (1969) en cricetos en donde detalla
la instauracién experimental del bocio hiperpla-
sico y del bocio coloide, los de DENEF y cols.
(1981) en ratones sometidos a una dieta deficita-
riaen yodo, los de GARCIA GARCIA (1981) en ratas
tratadas con TRH, y los de DONALDSON vy cols.
(1981) en novillos implantados con acetato de
trenbona y estradiol, por citar algunos, junto con
una extensarelacién de trabajos que se refieren a
la histologia normal del tiroides.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado como animales de experi-
mentacion 35 ratas Wistar macho de 60 dias de
edad y con un peso aproximado de 200 gramos al
comienzo de la experiencia, que se distribuyeron
en dos grupos: uno de 28 animales y otro de 7
utilizado como testigo.

A los 28 animales del primer grupo se les im-
plant6 subcutancamente, detras de la oreja, una
pastilla de tipo comercial que contenia 2°5 mili-
gramos de estradiol y 17°5 miligramos de acetato
de trenbolona, mediante una aguja de implanta-
cion modelo «Synovex Implaters.

Los animales de experimentacion y los testigos
se mantuvieron bajo idénticas condiciones am-
bientales, de alimentaciéon y manejo.

El sacrificio de los animales se realizé segun el
cuadro n.° 1.

Para el estudio estructural de la glandula tiroi-
des se f1j6 en formol y se incluyé en parafina. Los
cortes de 3 a 5 pum de espesor, se tiieron con
Hematoxilina-Eosina (Hematoxilina de Carazzi).

En el estudio ultraestructural las muestras fue-
ron fijadas en glutaraldehido al 5%, segin el pro-
ceder de SABATTINI y cols. (1963), y se fijaron en
tetroxido de osmio al 2% en solucién tampén
fosfato. Se deshidrataron en una escala ascen-
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CUADRO |
DISTRIBUCION DE LOS ANIMALES
UTILIZADOS Y EDAD DE SACRIFICIO

N.Y DE
ANIMALES
EXPERI- N. DE
MENTA-  ANIMALES
LOTE  CION TESTIGO EDAD  SACRIFICIO
I 4 1 61 1 dia p.i.
2 4 I 63 3 dia p.1.
3 4 i 65 Sdiap.i
4 4 1 67 7 dia p.i.
S 4 1 75 15 diap.i.
6 4 I 90 30 dia p.i.
7 4 1 120 60 dia p.i.

dente de acetonas, afiadiendo a la de 70%, ace-
tato de uranilo al 1% y acido fosfotangtico al 0’ 5%
para conseguir un contraste previo. Posterior-
mente, las muestras son tratadas con éxido de
propileno y Araldita para, finalmente, ser inclui-
das en Araldita (DURCAPAN ACM). De los blo-
ques obtenidos, se realizaron cortes de 40 a 60
nm. de espesor que son contrastados con acetato
de uranilo en solucion saturada y citrato de

plomo, seglin REYNOLDS (1963).

Estudio morfométrico. Los cortes de Jas muestras
de tiroides, incluidos en parafina y de un grosor
de 3 a 5 pm, se estudiaron en fotografias a 480 y
720 aumentos, para el estudio morfométrico de
los foliculos tiroideos, o bien directamente con
un-objetivo de 16.

Los datos estadisticos obtenidos fueron: la
media del area del foliculo y de la cavidad folicy-{
lar, la media del diametro del foliculo y de la
cavidad, la media de los perimetros folicular y dey
la cavidad, asi como el indice de varianza, des- "
viacion tipica y error standar.

Para la comparacion estadistica entre el grupo
experimental y el grupo testigo se ha utilizado el
U-test y el T-test.

RESULTADOS

En el primer lote de experimentacién el tiroi-
des de los animales sacrificados a las 24 horas p.i.
se encuentra constituido por foliculos de gran
tamano (figura 2) en la porcion periférica y de
menor tamano en la central; el epitelio folicular
representa el 43°09% de la superficie glandular
(cuadro 2; figura 13) y se encuentra formado por
células ctbicas o cilindricas que, con el microsco-
pio electrénico (figura 3), presentan el nicleo
central o ligeramente basal. En el citoplasma el



reticulo endoplasmico granular se constituye por
cisternas y vesfculas, mientras que el complejo
de Golgi se dispone en posicion supranuclear y
esta poco desarrollado. Entre las mitocondrias y
las cisternas de reticulo endoplasmico granular,
Jos lisosomas se encuentran en €s¢aso nimero y
conteniendo un material homogéneo y electro-
denso.

En la superficie libre de las células las micro-
vellosidades son poco numerosas y cortas.

Los foliculos tiroideos estan rodeados por un
tejido conectivo rico en vasos sanguineos.

En el analisis morfométrico (cuadros 3 y 4; figu-
ra 13) destacamos un aumento de todos los para-
metros, siendo muy superiores a Jos obtenidos en
¢l lote testigo.

En el segundo lote y 3 dias p.i. se mantiene la
disposicion normal de los foliculos tiroideos; el
epitelio folicular disminuye al 21°01% (cuadro
2) y se encuentra formado por células cibicas o
cilindricas en las que sobresale un aumento del
reticulo endoplasmico granular en la porcion api-
cal de la célula (figura 4), mientras que el com-
plejo de Golgi no presenta modificaciones.
En la superficie libre de la célula las microvello-
sidades estan en escaso nimero.

En el tejido intersticial, tanto con el microsco-
pio Optico como con el microscopio electrénico
destacamos la presencia de un edema poco mani-
fiesto y de células cebadas.

Mediante el analisis morfométrico del foliculo
tiroideo y de la cavidad folicular (cuadros 3 y 4; ti-
gura 13) observamos una nermalizacion en el area
del foliculo y de la cavidad folicular al comparar-
los con el lote testigo.

En el tercer lote, 5.° dia p.i., se aprecia una
arquitectura parcialmente desorganizagp, en es-
pecial en la zona central de la glandula/(figura 5),
en la que resalta el menor tamano dq\\algunos
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CUADRO 2
ESTUDIO MORFOMETRICO DEL EPITELIO e
FOLICULAR
N . . . .. EPITELIO
Ficura 1. Lote Testigo. En el parénquima tiroideo se FOLICULAR DENSIDAD  SIGNIFICA-
observan los foliculos centrales de pequeno diametro y AREA MEDIA VOLUME-  CION ESTA-
los periféricos de mayores diametros. Hematoxilina- LOTES X (um?) RICA (Vv) DISTICA
Eosina. X 190.
. T 2.361 33°25
FiGURA 2. Lote Primero. Aumento del volumen del 1 3.663 43709 o+
epitelio folicular, del foliculo y de la cavidad folicular, 2 1.952 29°01 ns
destacandose los foliculos de mayor tamafo en la por- 3 1.882 3011 n‘ S'
cién periférica de la glandula. Hematoxilina-Eosina. : s
X 190. 4 1.577 33’87 1n.s.
S 1.518 28’26 n.s.
6 3.107 30’60 n.s.
7 2.409 42°10 ++



FIGURA 3. Lote primero. Célula folicular con abundante reticulo endoplasmico granular (REg) y gran
desarrollo del Complejo de Golgi (CG). X 13.500.
FiGURA 4. Segundo Lote. Célula folicular con el citoplasma muy vacuolizado por las dilataciones de las
cisternas del reticulo endoplasmico granular (REg). X 11.500.




~ CuADRO 3
ESTUDIO ESTADISTICO DEL FOLICULO TIROIDEO

SIGNIFI-
CACION
DIAMETRO (um) AREA (um?) PERIMETRO (pm) ESTA-
LOTE MAX. MIN. MAX. MIN. MAX. Min, DISTICA
T 181 33 78(=1'9)  27.352 915 4.751(+273) 609 112 244(+6°0)
{ 322 34 97(+3°0) 43.664 806 7.140(x£432) 1.139 119 305(+85) +++
2 174 29 76(+2°0)  21.788 587 4.513(%208) 558 89 204(+5°5) n.s.
3 201 27 76(+£2°0)  22.369 593 4.662(x£295) 900 90 237(+6’5) n.s.
4 194 27 63(x=1'6)  17.551 456  3.148(+164) 537 78 198(x4’5) 4+ ++
5 150 25 60(=1'4) 14.501 401  2.895(+144) 444 72 190(x4’5)  +++
6 250 44  101(=2°6) 34.254 1.044 7.245(+406) 696 131 306(+80) +++
7 197 39 87(+2'8) 23.980 369 5.729(375) 692 129 273(x£9°0) +++
CUADRO 4
ESTUDIO ESTADISTICO DE LA CAVIDAD FOLICULAR
SIGNIFI-
) CACION
DIAMETRO (pm) AREA (um?) PERIMETRO (pm) ESTA-
LOTE MAX. MIN. MAX. MIN. MAX. MiN DISTICA
T 155 12 52(x2°0). 21969 95  2.412(x219) 542 36 162(+6)
1 265 11 73(x2°5)  40.514 119  4.051(=354) 1.105 43 219(+8) + + +
2 144 12 57(=1°5) 15.831 120 2.561(+154) 485 40 179(%5) ++
3 319 12 57(+2°5) 17.486 53 2.780(+234) 852 30 178(+6) ++
4 165 9 44(x1’5) 12.848 39 1.571(=120) 469 21 136(+4) n.s.
5 128 8 40(+1°5) 10.375 36 1.377(+101) 372 20 127(+4) + 4+
6 222 16 76(x£2'5) 26.719 216 4.138(+280) 614 52 225(=+7) +++
7 163 21 62(+2°5) 17.069 262 3.319(+278) 479 60 199( +8) ++ +

foliculos pudiendo liegar a medir tan sélo 27 pm
de didmetro {(cuadro 3); el epitelio folicular se
encuentra constituido por células cilindricas que
en las poruones centrales de la glandula y con el
microscopio Optico las encontramos dispuestas a
modo de mosaico, y en las que la cavidad folicu-
lar apdl”C(,e sin contenido aparente.

Con el microscopio electronico y en los foli-
culos centrales, destacamos en las células foli-
culares el aumento en el nimero de mitocondrias,
de distinta morfologia, tamafio y densificacion de
su matriz; el reticulo endoplasmico se dispone a
modo de cisternas paralelas, mientras que en los
foliculos periféricos, la disposicion es a modo de
cisternas con contenido similar al de la cavidad
folicular, junto con la presencia de gotas de co-
loide en el citoplasma apical de la célula y proce-
dentes de la reabsorcién del coloide. El complejo
de Golgi se encuentra bien desarrollado. Las mi-
crovellosidades estan aumentadas en numero y
tamano.

En el tejido intersticial destaca la presencia de
un edema cada vez mas abundante y el que las

células cebadas se presentan en mayor.fquimero.

En el analisis morfométrico, el p()lC(.‘;n'[dJC en
que se encuentra el eplteho folicular e§ menor al
descrito en el lote anterior (cuadro 2) hecho
que igualmente ocurre con el resto de panametms
estudiados (cuadros 3 y 4).

En el cuarto lote, 7.° dia p.i., el tu‘oldes pre-
senta un mayor grado de desorganizacion (figu-
ra 6), principalmente en los foliculos centrales.
En estos Gltimos el epitelio folicular muestra un
area media de 1.577 micrometros cuadrados
(cuadro 2) y se encuentra constituido por
células cilindricas que se disponen a modo de
mosaico, presentando una mayor acidofilia en la
porcion apical que, con el microscopio electro-
nico, comprobamos se debe a una mayor canti-
dad de mitocondrias localizadas a este nivel (fi-
gura 7). lgualmente destacamos el gran desa-
rrollo del reticulo endoplasmico granular que
ocupa casi toda la célula. El complejo de Golgi
esta bien desarrollado.

Las gotas de coloide y los cuerpos densos (fi-
gura 8) presentes en el citoplasma apical que,
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por una parte van a incrementar la cantidad de
coloide, y por otra proceden de la reabsorcion
coloidal, nos indican una mayor actividad glan-
dular, asi como explican el mayor nimero y ta-
mafio ‘de las microvellosidades (figura 9), aun-
que no encontremos imagenes de formacion
de seuddpodos.

En el tejido intersticial se mantienen los fenod-
menos edematosos (figura 6) y la presencia de
células cebadas.

Con el analisis morfométrico destacamos una
disminucién en todos los valores obtenidos ante-
riormente (cuadros 3 'y 4; figura 13), quedando
muy por debajo de los encontrados en los ani-
males testigo.

En el lote quinto, a los 15 dias p.I., se aprecia
una mayor desorganizacion folicular (figura 10)
y un mayor ntmero de foliculos por campo,
debido ala-gran disminucion de tamano que ex-
perimentan en este lote. Las caracteristicas e€s-
tructurales y ultraestructurales de las células fo-
liculares (cuadro’ 2) se asemejan a las del lote
anterior aunque hemos de resaltar en el analisis
morfométrico. El menor resultado obtenido en lo
gue respecta al area de Ja cavidad folicular, foli-
culo tiroideo y porcentaje epitelial, sobresaliendo
igualmente la presencia de algunos foliculos
constituidos por células planas con fenémenos de
degeneracion y formacion de figuras de mielinay
donde los lisosomas son muy manifiestos.

En el lote sexto, 30 dias p.i., la glandula tiroi-
dea sufre una transformacion evidente que se
caracteriza por la presencia dé foliculos tiroideos
de gran tamano (figura 11) tanto en la region
central como en laperiférica, con un mayor por-
centaje del drea y volumen de todas las estructu-
ras estudiadas en su analisis morfométrico (cua-
dros 2, 3y 4; figura 13), aumentando el coloide
almacenado y constituyendo de este modo
verdaderos foliculos de almacenamiento.

El epitelio folicular esta formado por células
planas con una inactividad celular manifiesta y
con fendmenos degenerativos muy acentuados:

Con el microscopio electrénico se observa que
las células, de morfologia plana (figura 12),
presentan el nicleo paralelo ala membrana basal
del foliculo tiroideo. El reticulo endoplasmico
granular esta constituido por delgadas cisternas y
con un.contenido moderadamente electrodenso;
en las mitocondrias se observan figuras de mie-
lina y tumefaccion mitocondrial como fenémenos
de degeneracion celular.

La superficie libre celular se caracteriza por
una clara disminucién del nimero de microvello-
sidades, encontrandose a veces de escaso ta-
mafio e incluso ausencia de las mismas.

En el tejido intersticial se mantiene el edema.

En el lote séptimo, a los 60 dias p.i., los folicu-
los tiroideos centrales y periféricos se encuentran
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Tercer Lote. Parénquima tiroideo de ca-
racteristicas muy similares a las del lote testigo. He-
matoxilina-Eosina. X 190.

FIGURA 5.

FiGurA 6. Lote Cuarto. Parénquima tiroideo con evi-

dente disminucién del tamafo de los foliculos junto con

un fuerte edema intersticial (¢). Hematoxilina-Eosina.
X 190.

Figura 7. Lote Cuarto. Célula folicular con un au-
mento del nimero de las mitocondrias en la porcion
apical de la célula (flechas). X 9.500.

FiGURA 8. Lote Cuarto. Célula folicular con la pre-
sencia de gotas de coloide (C). X 20.000.
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FIGURA 9. Lote Cuarto. Porcion apical de la célula folicular que muestra un aumento del nimero y tamano
de las microvellosidades (mv). X 15.000.

FIGURA 10. Lote Quinto. Parénquima tiroideo conde-  FiGURA 11, Lote Sexto. Aumento del nimero de los
sorganizacion folicular. Hematoxilina-Eosina. X 190.  foliculos de almacenamiento y un edema intersticial
manifiesto (¢). Hematoxilina-Eosina. X 190.
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FiGura 12. Lote Sé)gto. Aumento folicular de morfologia plana, con disminucion del nimero y tamaio de
Jas microvellosidades (mv) y escaso desarrollo de sus organoides citoplasmaticos. X 15.000.
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FIGURA 13. Representacion grafica del area folicular,
de la cavidad folicular y del epitelio folicular (Af, Act,
Aef).

aumentados de tamafo, aunque algo menos al ob-
servado en el lote anterior (cuadros 3 y 4; figura
13); la recuperacion folicular se hace mas eviden-
te, y existe un mayor niimero de foliculos de alma-
cenamiento con gran cantidad de coloide y reves-
tidos por células planas que, con el microscopio
electronico, presentan un buen desarrollo del re-

ticulo endoplasmico y principalmente un gran
namero ‘de lisosomas y cuerpos densos a los
electrones. lgualmente se observa con frecuencia
células con fendmenos degenerativos y con
abundantes figuras de mielina. Fi

Los datos morfométricos encontridos estan
muy por encima de los obtenidos emel grupo
testigo (cuadros 2, 3 y 4; figura 13), pero taferiores
a los observados en el lote anterior con Ho’que
la recuperacion folicular es manifiesta en esta’ ul-
tima fase.

DISCUSION

La localizacién de los foliculos tiroideos de
menor tamafo tiene lugar en las porciones cen-
trales de la glandula, mientras que los de mayor
tamafio se encuentran en la region periférica,
coincidiendo con GRASSE (1972) en la localiza-
cion de dichos foliculos y en los valores que daa
los mismos: para los centrales 40 pm de didmetro
y 120 um para los periféricos, muy semejantes a
los encontrados por nosotros y que oscilan entre
los 33 um y 181 um de diametro, siendo et valor
medio 78 pm de didmetro.
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En el primer lote, al dia de la implantacion
existe un aumento del volumen de todas las es-
tructuras glandulares con diferencias muy signi-
ficativas en relacién con el lote testigo, y los
resultados obtenidos a nivel ultraestructural se
corresponden con lo descrito por DONIACH
(1967) y por TAMURA y FUJITA (1981), y conside-
rados por ellos como foliculos de sintesis, en
donde las células de morfologia preferentemente
cilindrica, presentan un buen desarrollo de todos
sus organoides.

Esta activacion inicial va seguida de fendme-
nos regresivos glandulares a partir del tercer dia
al decimoquinto (lotes 2.° al 5.°), observandose
un descenso paulatino de todos los componentes
glandulares, no siendo las diferencias significati-
vas entre el segundo y tercer lote al ser compara-
dos con el testigo, pero siendo muy significativas
en los lotes 4.2y 5.° Un proceso similar se ob-
serva en lo que respecta a las medidas de la cavi-
dad folicular y que se corresponden con el volu-
men coloidal. MOLINA (1982) a los 30 dias p.i.
describe fenémenos similares.

En estos lotes observamos una desorganiza-
cidn paulatina de los foliculos tiroideos tanto en
los centrales como en los periféricos, desorgani-
zacién que se acentia hacia el dia 15p.i. en donde
los acimulos de células foliculares, sin contenido
central aparente, son mas evidentes. Estas ima-
genes coinciden con las descritas por DENEFF y
cols. (1981) en ratones con bocio hiperplasico
experimental por dieta deficitaria en iodo. La
instauracion de un abundante edema intersticial
ha sido igualmente descrito por MOLINA (1982) en
corderos a los 30 dias p.i. con estradiol y acetato
de trenbolona.

L.a mayor activacion celular observada con el
microscopio electrénico y que corresponde a
células que presentan una morfologia de cubica a
cilindrica, y con buen desarrollo de su sistema
vacuolar, disponiéndose entre sus cisternas
abundantes mitocondrias con matriz densa a los
electrones, ha sido también descrita por ELSE
OLEN (1969) en bocio hiperplasico experimental
en crisetos. Asimismo coincidimos con este
mismo autor en la presencia de gotas de coloide,
cuerpos densos y lisosomas en la porcion apical
del citoplasma, hecho observado por GARCIA
GARCIA (1982) en ratas inoculadas con dos dosis
de TRH.

Ademas, destacamos un aumento del nimero y
tamano de las microvellosidades en la porcién
apical de la célula, hecho igualmente observado
por ELSE OLEN (1969), en cricetos con bocio
hiperplasico experimental.

En los lotes 6.° y 7.° 30 y 60 dias p.i.) se
instauran fenémenos de regeneracion folicular,
con la aparicion de gran cantidad de foliculos de
almacenamiento y cuyos valores nos dan dife-
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rencias muy significativas al compararlos con el
lote testigo, y estan localizados tanto en las por-
ciones centrales de la glandula como en las peri-
féricas. DONIACH (1967), FUITA (1975) los defi-
nen como foliculos en reposo.

El foliculo tiroideo se caracteriza en esta al-
tima fase por presentar gran cantidad de coloide
en la cavidad folicular rodeado por células de
morfologia plana que, con el microscopio elec-
tronico se encuentran constituidas por reticulo
endoplasmico granular y complejo de Golgi esca-
samente desarrollados, presentiandose como cé-
lulas inactivas, en donde las microvellosidades
de la porcidn libre de la célula son mas cortas, en
escaso numero e incluso llegando a desaparecer.
Elnicleo se dispone en el eje mayorde lacélulay
paralelo a la membrana basal. Estos hechos coin-
ciden con las descripciones que ELSE OLEN
(1969) hace en bocio coloide experimental en cri-
cetos. Estos resultados podrian explicar los ob-
tenidos por DONALDSON vy cols. (1981) que ob-
servan una disminucién de los niveles plasmati-
cos de tiroxina en terneros entre los 14y 21 dias
p.i. de estradiol y acetato de trenbolona.

Asi pues, aunque la recuperacién folicular se
acentue a los 60 dias p.i., los fendmenos bociogé-
nicos se mantienen al seguir observandose las
alteraciones descritas a los 30 dias p.i.
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