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~ RESUMO

A faléncia ovariana precoce € caracterizada por amenorréia
hipergonadotrofica antes dos 40 anos de idade ¢ pode apresentar diversas
etiologias. Trabalhos recentes caracterizaram subgrupos destas pacientes com
intmeras evidéncias sugerindo auto-imunidade como fator responsavel.  Com
objetivos de detectar o anticorpo antiovario neste subgrupo, intimeras técnicas
tém sido utilizadas. Contudo, a prevaléncia deste anticorpo na populagio com
faléncta ovanana precoce ndo esta estabelecida. Neste trabatho realizaram-se a
extracdo e a solubilizagio de antigenos a partir de tecido ovariano humano. Os
extratos assim obtidos foram caracterizados eletroforeticamente e utilizados
para a detecgiio do anticorpo antiovario através das técnicas de imunodifusio
simples ¢ immunoblotting. Utilizando imunodifusdo simples foram detectados
anticorpos séricos em 5 {14%) pacientes. Por outro lado, empregando o
metodo de immunoblotting, 14 (40%) pacientes apresentaram reatividade para
peptideo com peso molecular de 30kDa. Apds classificar as pacientes em dois
grupos dependentes da presenga ou nfo de reatividade a banda de 30kDa, ndo
foram verificadas diferengas estatisticas quando avaliada a idade da menarca,
idade de inicio dos sintomas e nivel de gonadotrofinas. Estudos posteriores,
como a caracterizagho das propriedades bioldgicas destes anticorpos e
isolamento da frac8o com peso molecular de 30kDa, poderdo trazer
mmportantes subsidios para o entendimento dos fatores imunes envolvidos com

a faléncia ovanana precoce.



SUMMARY

Premature Ovarian Failure is characterized by hypergonadotrophic
ammenorrhea before the age of forty (40) and can present diverse aetiologies.
There is inmumerable evidences suggesting that auto immunity is a factor which
responstble for this disfunction. To detect this antibody, several techniques
have been used, however the prevalence in the population of women who have
premature ovarian failure has not been established yet. Human ovarian tissue
was used with the purpose to extract soluble antigens to be able to use them in
the detection of serum antibodies by means of simple immuno-diffusion and
immunoblotting methods. 5/35 (14%) patients presented reaction by
immunodifusion and specific reactivity was found for a protein with molecular
weight of 30 kDa in 14/35 (40%) patients using immumoblotting, Nevertheless,
even classificating these patient in two groups depending on the presence or
not, of reactivity for peptide of 30 kDa, no diference with the regard the age of
menarc, the age of onset of synptoms and the level of gonadotrophins was
found. Later studies such as the charactenization of biclogical properties of
these antibodies and isolation of peptide of 30 kDa, could bring important aid

for the understanding of premature ovarian failure.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideragdes gerais: faléncia ovariana precoce

1.1.1. Conceito ¢ incidéncia

A faléncia ovariana precoce ¢ caracterizada por amenorréia
hipergonadotréfica e hipoestrogenismo em mulberes com menos de 40 anos de
idade (DE MORAES-RUEHSEN & JONES, 1967, STARUP & SELE, 1973:
JACOBS, 1976, COULAM, 1982), sendo geralmente acompanhada dos
sintomas tipicos do periodo menopausal. Segundo GOLDENBERG, GRODIN,
RODBARD (1973), para se considerar faléncia ovariana, o valor sérico do
Hormémio Foliculo-Estimulante devera estar acima de 40mUI/mi. Como
couseqiiéncia da interrupgdo da fungdio ovariana precocemente ao periodo
esperado pela mulher, algumas complicagbes poderdo ocorrer, desde a
estenitidade até sintomas de hipoestfogenismo, incluindo o grande mmpacto
psicologico que este distirbio pode causar, principalmente naquelas pacientes

mais jovens que desejam engravidar.



Diversos autores avaliaram 2 idade em que a mulher inicia
naturalmente a menopausa (COUNCIL OF THE MEDICAL WOMAN’S
FEDERATION, 1933; FRERE, 1971; KRAILO & PIKE, 1983). Para
investigar a ocorréncia espontinea da faléncia ovariana precoce na populagiie
geral, COULAM e cols. (1986), realizaram estudo longitudinal em 1,858
mulberes, que foram seguidas desde 1950 para determinar a idade de inicio da
menopausa. Os autores observaram risco relativo de 1% para o aparecimento
- da menopausa até os 40 anos de idade. Neste estudo, mostraram que a
incidéncia da faléncia ovariana por 100.000 mulheres/ano foi de 10 para idades
entré 15 e 29 anos, 76 para idades entre 30 ¢ 39 anos e atingiu 881 no grupo
com idades entre 40 ¢ 44 anos. Adicionalmente, STARUP e cols. (1978);
BACHMANN & KEMMANN (1982) demonstraram que entre todas as
pacientes coxﬁ amenorréia a incidéneia de faléncia ovariana precoce varia de 2

a 10% dos casos.
1.1.2. Aspectos clinicos e investigacio diagnostica

As caracteristicas clinicas apresentadas pelas pacientes com faléncia
ovariana precoce assemetham-se aquelas com menopausa fisiologica, estando
relacionadas com a diminui¢do dos niveis estrogénicos, podendo ocorrer

mstabilidade vasomotriz com ondas de calor ¢ sudorese excessiva, atrofia de



vagina, vulva e urefra, além de osteoporose. Devido & repercussio
psicologica, estas pacientes também apresentam ansiedade, tensio emocional,
depressdo e irritabilidade. STARUP & SELE (1973) demonstraram que o
micio da menarca nestas pacientes, quando comparado com a populagio
normal, ndo estava alterado. REBAR & CONNOLLY (1990) revisande a
literatura dirigida & menopausa precoce, concluiram que a amenorréia ocorre
em média com 27,2 anos de idade ¢ que 85% destas pacientes apresentam
sintomas de deficiéncia estrogénica. Quanto & osteoporose, 359,1%
apresentaram resultados de densidade Gssea abaixo de 90% quando

comparados com pactentes-controles.

A avaliagdo das pacientes com menopausa precoce deve iniciar-se
com histéria clinica e exame fisico completos, buscando informagdes que
indiquem uma ou outra etiologia. O caridtipo deve ser realizado, mesmo nas
pacientes com amenorréia secundaria, com o objetivo de descartar alteragdes
genéticas (ALPER, GARNER, SEIBEL, 1986). A realizagio de exames
especificos procurando  distirbios imunologicos tomna-se necessario,
pricipalmente, naquelas pacientes onde a etiologia nio esta estabelecida
(REBAR & CEDAR, 1992). Quanto a bidpsia de ovdrio, sua indicacfo ainda
ndo ¢ justificavel (FOX, 1992). AIMAN & SMENTEK (1985) apresentaram

caso clinico de duas pacientes gque engravidaram, apesar das biopsias



ovananas ndo demonstrarem presenca de odcitos vidveis. REBAR &
CONNOLLY (1990) publicaram a mesma experiéncia. O corte histolégico de
bidpsia ovariana representa, em média, 0 a 15% do tamanho ovariano normal,
¢ a auséncia de foliculos no tecido biopsiado ndo significa, necessariamente,
auséncia completa de foliculos. Além disso, a presenga folicular no tecido ndo
garante a resposta terapéutica, como demonstrado por JEWELEWICZ &
SCHWARTZ (1986). O risco cirurgico em st € 0 de aderéncia local no pos-

operatorio também ndo aconselham a realizagdo da bidpsia ovariana.

1.1.3. Etiologia

Dentre as possiveis etiologias da faléncia ovariana precoce, algumas
sdio conseqiiéncias 1atrogénmicas, cirargicas ou decorrentes da terapéutica
radioativa e/ou quimicterapica. Doses de radiagdo de 250 a 500 rads provocam
dano irreversivel ovariano em aproximadamente 66% das pacientes, enquanto
800 rads ocasionam menopausa artificial em 100% delas; por isso, a protecéo
pélvica ¢ fundamental para a realizagdo de radioterapia (BAKER, MORGAN,
PECKHAN, 1972). A quimioterapia com MOPP ({(mustina, oncovin,
procarbazina e prednisona) ou MVPP (mustina, vimblastina, procarbazina e
prednisona) resultam em 15a 62% de faléncia ovariana (WHITEHEAD ¢

cols., 1983; SCHILSKY, SHERINS, HUBBARD, 1988). Outro grupo de



alteragbes que podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de faléncia
ovariana precoce s3o as aberracles cromossémicas (FITZGERALD,
DONALD, MCCORMICK, 1984). A faléncia gonadal ¢ encontrada mais
comumente em pacientes portadoras do caridtipo 45X0, 47XXX ¢ grande
variedade de mosaicismos do cromossoma X. Porém, como demonstrado por
DEWALD & SPURBECK (1983), apenas delegdes de parte do cromossoma
X podem ser responsaveis pelas alteragOes ovarianas. Revisando a literatura,
SCHWIMMER, WHITE, MATTISON (1981) sugenram transmissdo
autossomica dominante ou ligada ao sexo para explicar a recorréncia familial
encontrada em algumas pacientes com faléncia ovarana precoce. Quiras
etiologias para a menopausa precoce sdo as ooforites infecciosas, observadas
principalmente com virus da caxumba e com bacilo da tuberculose.
NOGALES-ORTIZ, TARACON, NOGALES (1979) demonstraram que mais
de 3% das pacientes com tuberculose pélvica desenvolvem destruigdo ovariana.
Algumas doengas metabdlicas, como a galactozemia e certos defeitbs
enzimaticos como deficit de 17-hidroxilase, sdo causas muito raras de faléncia

ovariana precoce (MALLIN, 1969; KAUFMAN, KOGUT, DONNELL, 1981}



1.2, Evidéncias para etiologia auto-imune

1.2.1. Fator bloqueador da funcio ovariana

GOLDENBERG e cols. (1973} avalimam 234 mulheres
amenorréicas submetidas a bidpsias ovarianas. Neste trabalho, os autores
concluiram que pacientes com biopsia afolicular apresentavam FSH acima de
40mUV/ml e o nivel sérico era normal naquelas pacientes com o0¢itos em seus
ovarios. No entanto, logo apés este estudo, inimeros autores relataram casos
clinicos de pacientes com amenorréia hipergonadotrofica que voltaram a
menstmar,_ ¢ engravidaram (WRIGHT & JACOBS, 1979; JOHNSON &
PETERSON, 1979). REBAR, ERICKSON, YEN (1982) detectaram niveis
estrogénicos dentro da normalidade em metade das pacientes com diagndstico
de faléncia ovartana precoce e, apos biopsiarem nove destas pacientes,
verificaram a presenga de o6citos vidveis em guatro. AIMAM & SMENTEK
(1985) avaliaram 157 pacientes com amenorréia e aumento das gonadotrofinas
séricas submetidas 4 bidpsia ovariana ¢ venificaram odeitos intrafoliculares em
18% delas. Todas estas observagfes demonstram a existéncia de subgrupo de
pacienfes com 0Ocios viaveis nos seus ovarios e, portanto, possibilidade de

gravidez. Neste subgrupo existiria fator blogueador do funcionamento ovariano



que podena provir do sistema imunolégico (CHIAUZZI ¢ cols., 1982), como

ocorre em outras glindulas do organismo.

1.2.2. Rela¢io com outras doencas auto-imunes

A faléncia ovariana precoce pode estar associada 2 oufras doencgas auto-
imunes. Alguns levantamentos estatisticos mostram freqii€neias de associagio
variando entre 13% e 66% dos casos (ALPER & GARNER, 1985; PEKONEN
e ¢ols., 1986). Estas associagbes sugerem a doenca auto-imune como fator
etiologico do distirbio ovariano. A primerra descrigido de associagles entre
doencas endGcrinas auto-imunes foi de SCHIMIDT (1926)', descrevendo
paéiente com doenga de Addison e tireoidite cronica. CARPENTER e cols.
(1964) revisando a sindrome de Schmidt na literatura médica, incluiram
diabetes mellitus nesta associagdo. A faléncia ovariana precoce 50 integrou
a sindrome poliglandular auto-imune a partir de IRVINE, CHAN, SCARTH
{1968), que descreveram amenorréia em 24% das pacientes com doenga de
Addison. FEstes autores verificaram que as alieragfes menstruals seriam
independentes do hipocortisolismo, pois persistiam apos a reposigdo hormonal

LscHMIDT apud DEFTOS, L.J.; CATHERWOOD, B.D.; BONE HI, H.G. - Multiglandular endocrine
disorders. In: FELIG, P.; BAXTER. L.1.; BROADUS, AE.; FROHMAN, L.A. - Endocrinelogy and
metabolism. 2.ed. New York, McGraw-Hill Book Company, 1987, p.1662-91,



com corticosteroides. As doengas mais comumente associadas a faléncia
ovariana precoce s3o hipotiroidismo primério , doenga de Addison (IRVINE &
BORNES, 1975) , pseudo-hipoparatiroidismo (WOLFSDORF ¢ cols., 1978) ¢
diabetes méllitus (BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN, DONIACH,

1974).

VAZQUEZ & KENNY (i973); WILLAMSON e cols. (1980);
MIGNOT e cols. (1989) descreveram a assoctacdo da faléncia ovariana
precoce com doengas auto-imunes ndo 6rgdo-especifico que incluem aririte
reumatoide, lupus eritematoso sistémico ¢ miastenia graves. Outras doengas
que envolvem o sistema imune também podem estar associadas: pilirpura
trombocitopénica idiopatica, candidiase mucocutinea, asma, vitiligo, entre
outras (COLLEN, LIPPE, KAPLAN, 1979). Além destas associagdes clinicas,
CORSON & REBAR (1982); MIGNOT e cois. (1989) demonstraram a
presenca de auto-anticorpos especificos contra gléndulas sem distirbios

funcionais em aproximadamente 30% dos casos de faléncia ovariana precoce.

1.2.3. Presenca de infiltrado linfocitirio nos ovirios

Quiro fator que sugere etiologia auto-imune para alguns casos de

amenorréia hipergonadotrofica é a verificag@o de infiltrado linfocitico no ovério



destas pacientes. O exame histologico apresenta infiltrado de células
mononucleares ao redor dos foliculos atrésicos e em desenvolvimento, porém
este wmfiltrado ¢ raramente encontrado nos foliculos primordiais (GLOOR &
HURLIMANN, 1984; RUSSEL & BANNATYNE, 1989). Inicialmente, este
infiltrado aparece nas camadas de células tecais e, posteriormente, atinge a
camada de células granulosas, sem acometer o estroma ovariano, sendo que na
regifio hilar discreto infiltrado pode ser observado. Além desses achados mais
comumente encontrados, BANNATYNE, RUSSEL, SHEARMAN (1990)
descreveram granuloma perifolicular em um caso de ooforite auto-imune.
SEDMAK, HART, TUBBS (1987), em estudos  imumocitoquimicos,
identificaram as células presentes nos izﬁﬂtrados ovarianos como sendo:
linfocitos B policlonais, Iinfécito.s T4 ¢ T8 positivos (com predominancia do
primeiro), macrofagos e, ocasionalmente, células Natural Killer, sugerindo a
existéncia de citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpos. A
provavel ocorréncia de defeito da célula supressora de antigeno especifico ¢
sugerida pelos autores. Segundo eles, determinado antigeno especifico ovariano
poderia permitir que clones de células T Helper estimulassem a produgdo de
anticorpos por linfocitos B sensibilizados (REBAR & CEDAR, 1992). O
mecanismo de citotoxicidade destes anticorpos podenia ser, via fixagdo de

complemento ou através das células Natural Killer, que possuissem receptores



de superficie para a regido FC da imunoglobulina G. A citotoxicidade celular
dependente de anticorpos ocorre quando altos titulos de anticorpos ligam-se ao
tecido-alvo, propiciando lesdo celular pelas células Keller. VOLPE (1985)

propds um mecanismo similar para doenga auto-imune tiroidiana.

1.2.4. Outras alteragoes imunolégicas

Nas pacientes com faléncia ovariana precoce outras alteragdes
sugerem desequilibrio do sistema imune. EDMONDS e cols. (1973);
PEKONEN e cols. (1986) demonstraram a liberagdo aumentada por linfocitos
perifénicos do fator de inibigdo de migragfio dos leucdcitos, apds exposigio ao
extrato de proteinas de ovéario humano. Este fator de inibigdo de migragiio é
uma linfocina liberada por linfocitos T sensibilizados, em resposta a um
antigeno especifico, sugerindo mecanismo de hipersensibilidade mediada por
célula. RABINOWE, RAVNIKAR, SRIKANTA (1986), baseados em estudos
utilizando anticorpo monoclonal murino contra regido polimérfica do antigeno
Ia do hnfocito T, demonstraram a existéneia de alteragdio na populagio de
hnfécitos T em alguns pacientes com faléncia gonadal precoce. A relagfo entre
endocrinopatias auto-imunes ¢ antigenos HLA ¢ bem estabelecida, sugerindo
susceptibilidade genética a doengas auto-imunes. WALFISH, GOTTESMAN,

SHEWCHUK (1983) demonstraram associagdo entre HLA-DR3 ¢ faléncia

10



ovariana precoce. Embora pouco se saiba sobre a relago do timo com
doengas auto-imunes, esta relagfo, em especial com o sistema reprodutivo,
comega a ser citada. MILLER & CHATTEN (1967) venficaram que pacientes
atimicas por distarbios congénitos, que morriam antes da puberdade,
apresentavam ovarios destituidos de odcitos na autdpsia. Experimentalmente,
LINTERN-MOORE & PANTELOURIS (1975) documentaram que ratos
atimicos apresentavam faléncia ovaniana precoce. Posteriormente, REBAR,
MORANDINI, BENIRSCHKE (1980) demonstraram que fransplante timico
previne a perda de odcitos por estes ovarios. Mais recentemente, MIYAKE e
cols. (1988), estudando ratos timectomizados aos trés dias de wvida,
demonstraram alta incidéncia de ooforite auto-imune. Estes ratos apresentaram
amadurecimento sexual atrasado, irregularidade nos ciclos de estrous e faléncia
gonadal precoce comprovada com estudos histologicos seriados, sendo que,
dois meses apds a puberdade, seus ovarios encontravam-se comprometidos e
os anticorpos antiovario estavam presentes no soro destes animais. Os autores
concluiram que este modelo experimental pode servir para o estudo da faléncia

gvariana precoce nos humanos.

H



1.2.5. Resultades com tratamento imunossupressivo na faléncia

gvariana precoce

COULAM, KEMPERS, RANDALL (1981}, estudando paciente
amenorréica com mnfiltrado linfocitico no ovario, demonstraram recuperacgdo da
capacidade menstrual apés corticoterapia, podendo sugerir defeito de
inunorregulacdo nas pacientes com faléncia ovariana precoce. COWCHOCK,
MCCABE, MONTGOMERY (1988) relataram caso clinico de paciente com
faléncia ovariana precoce e insuficiéncia adrenal utilizando hormonioterapia de
reposi¢do que engravidou apoés utilizagio de altas doses de corticosterdides
devido crise addisontana. Os autores propuseram que pulsoterapia com altas
doses de corticosterdides pode ter induzido ovulagdo nessa paciente. A
plasmaférese também foi capaz de reverter o quadro de amenorréia em
‘pacientes com faléncia gonadal (BATEMAN, NUNLEY, KITCHIN III, 1983).
Estes autores concluiram que terapéutica imunossupressiva pode ser justificavel
nas pacientes com faléncia ovariana precoce que apresentam evidéncias de

etiologia auto-imune.
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1.3. Anticorpo antiovario e antigenos correlatos

1.3.1. Historico

A detecgdo do anticorpo antiovario caracterizando a doenga ovariana
auto-imune teve inicio com os trabathos de VALLOTON & FORBES (1966).
Ao estudar anticorpos antinucleares, estes pesquisadores foram os primeiros a
descrever o anticorpo anfiovario, através da reagfo de imunofluorescéncia
indireta no citoplasma de células ovananas de coethas. No ano seguinte, estes
autores descreveram anticorpos séricos antiovarianos em pacientes com
disgenesia gonadal (VALLOTON & FORBES, 1967). IRVINE e cols. (1968),
estudando a associagdo entre doenca de Addison ¢ a faléncia ovariana precoce,
verificaram a presenga deste auto-anticorpo, estabelecendo o conceito de
anticorpo anticélula produtora de esterdide, devido a reatividade cruzada que
existe enfre adrenal, ovério, tecido testicular e placentario. DE MORAES-
RUEHSEN, BLIZZARD, GARCIA-BUNUEL (1972) descreveram, pela
primeira vez, a relagio entre faléncia ovariana prematura e anticorpo
antiovario, confirmada posteriormente por outros autores (FRIEDMAN ¢ cols,,
1972; FORBES, LAKE, BLOCH, 1976). COULAM (1983), baseado na
presenca de infiltrado linfocitario ovariano e anticorpos antiovario circulantes,

reforcou a existéneia de mecanismo auto-imune na menopausa precoce. Desde
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entdo, mumeros pesquisadores vém trabathando na tentativa de identificar
métodos mais adequados para a detec¢do destes anticorpos e isolar os

antigenos responsaveis por esta resposta imunologica.

1.3.2. Métodos de deteccio

Com o objetivo de elucidarem os mecanismos envolvidos na auto-
imunidade ovariana, varios autores tém relatado suas experiéncias com
intimeros métodos de detecgiio do anticorpo anfiovariano. As espécies animais
mais empregadas como fonte antigénica ovariana foram bovina, suina, murina,
¢ humana. Em revisio da literatira, MONCAYO & MONCAYO (1992)
observaram que estes anticorpos sdo dirigidos contra trés tipos principais de
alvos ovarianos, componentes do microssoma ovarnano, zona pehicida do ovo e
receptores hormonais de LH e FSH.

Dentre as técnicas de detecgBo destes anticorpos, a
imunofluorescéncia indireta tem sido a mais utilizada, Através deste método,
ANDERSON e cols. (1968) originalmente descreveram o anticorpo anticélula
produtora de esteroides contra antigenos citoplasmaticos da adrenal. IRVINE
& BORNES (1975); ELDER, MACLAREN, RILEY (1981) demonstraram que
este anticorpo € detectado em pacientes com doenga de Addison associada a

- amenorréia primaria e, em aproximadamente 60%, a amenorréia secunddria. No
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entanto, o anticorpo aparece em apenas 3% a 9% das pacientes com
faléncia  ovariana  precoce isolada (SCHERBAUM & BERG, 1982;
RABINOWE e cols., 1989), demonstrando sua ineficiéncia para avaliar auto-
imunidade ovariana quando a doenga de Addison ndo estd presente.
Empregando esta mesma técnica, porém utilizando antigeno especifico
ovariano humano, DAMEWOOD ¢ cols. (1986) avaliaram 27 pacientes com
faléncia gonadal precoce e encontraram positividade em 14 delas.

A hemaglutinagdo passiva foi utilizada para avaliar a presenga de
anticorpo antiovariano, por MATHUR e cols. (1982), em pacientes com
endometriose. Os autores demonstraram titulos de anticorpos antiovario
elevados em seis de 15 pacientes estudadas, sendo que quatro delas
apresentavam endometriose ovariana. ZBROJA-SONTAG, SIKORSKI,
KADEL (1982), através deste métedo, comprovaram a presenca destes
anticorpos no soro de pacientes com outras doengas ovarianas que ndo a

faléncia gonadal.

DAMEWOOD e cols. (1986), com a técnica de imunoperoxidase,
mostraram  pela primeira vez reatividade especifica de anticorpos contra
o0citos.

LUBORSKY e cols. (1990), empregando método de ELISA,

desenvolveram um imunoensaio para detectar anticorpos antiovarlo.
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Realizaram este experimento utilizando homogeneizado de ovario ¢ o0cito
humano como substratos antigénicos, encontrando 47% de positividade para
ovario e, coincidentemente, a mesma taxa para oocito, sendo que 69% das

pacientes apresentaram reatividade para ao menos um dos experimentos.

O método de imunocitoguimica ndo € ideal para o tecido ovariano,
devido 3 falta de uniformidade representativa. Cada regido do ovério reage de
um modo, em decorréncia dos foliculos estarem distribuidos em estagios
fmcionais diferentes. Este método, no entanto, tem contribuido de forma
decisiva na identificagio das linhagens celulares envolvidas neste processo,
sejam ovarianas ou imunologicas (SEDMAK e cols., 1987).

Existern poucos relatos na literatura sobre a detecgdo e o isolamento
dos antigenos ovarianos responsaveis pela indugdo da doenca auto-imune
ovariana. MONCAYO e cols. (1989) utilizaram cromatografia de afinidade
para isolar antigenos que seriam reconhecidos por estes anticorpos, verificando
a ligacdio dos auto-anticorpos com um complexo peptidico de peso molecular
entre 2 a 36kDa e com outro de 70kDa, ambos de natureza glicoprotéica.
Contudo, os autores concluiram que o papel dos anticorpos antiovario na
indugdo ou manutengdo da faléncia ovariana precoce permanecc para Ser
elucidado.

Os métodos de detecgdo do anticorpo antiovariano tem evoluido nos
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altimos anos, porém o significado exato destes anticorpos no soro dessas
pacientes ainda ¢ controverso. A procura de novos métodos de pesquisa para
este anticorpo ¢ seu antigeno correlato, associado ao seguimento dessas
pacientes soro-positivas, costribuirda de maneira decisiva para o melhor

entendimento dessa disfungdo ovariana de provavel origem auto-imune,
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2. OBJETIVOS

2.1. Extragdo e solubilizagdo de antigenos ovarianos com carbonato de aménia,

a partir de ovarios humanos.

2.2. Detecgfio de auto-anticorpos no soro de pacientes com faléncia ovariana

precoce, através dos métodos de imunodifusdo simples e immunoblotting.

2.3. Caracterizagdo clinica e laboratorial das pacientes com faléncia ovariana

precoce e relagho com a presenga ou ndo de auto-anficorpos sericos.

Vencidos esses objetivos, acredita-se poder contribuir com subsidios
que, somados a outros na literatura, proporcionardo evolugfio no entendimento

da imunopatologia das disfunges ovarianas.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

3.1.1. Populacio de referéncia

Mulheres da regiio de Campinas (SP) atendidas no Hospital de

Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.1.2. Populacgdes de estudo
3.1.2.1. Pacientes com faléncia ovariana precoce

A populagdo de estudo era de 35 pacientes do sexo feminino, com
idades entre 22 ¢ 39 anos, que foram atendidas nos seguintes Ambulatérios:

Ambulatorio de Doengas Gerais da Disciplina de Endocrinologia e
Metabologia da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade

Estadual de  Campinas (UNICAMP).
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Ambulatério de Ginecologia Endocrinologica, realizado pelo
- Departamento de Ginecologia e Obstetricia da FCM da UNICAMP e

~ Disciplina de Endocrinologia ¢ Metabologia da FCM da UNICAMP.

3.1.2.2, Pacientes-controles
Eram coletadas amostras séricas de 16 mulheres com idades

- pareadas com as das pacientes.

3.1.3. Selec¢iio dos pacientes
3.1.3.1. Critérios de inclusio

- Pacientes comn quetxa de amenorréia ha pelo menos seis meses e
com idade cronologica inferior a 40 anos.

- Dosagem das gonadotrofinas ammentada, sendo que o valor do
hormoénio foliculo-estimulante necessita apresentar-se acima de 40mUT/ml.

- Canidtipo feminino normal 46XX, com nenhuma aiteragio

cromossémica.
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3.1.3.2. Critérios de exclusiio

- Pacientes com doencgas degenerativas é infecciosas, além de
~ desnutrigiio e alcoolismo crdnico.

- Utilizagdo de medicamentos com mterferéncia no sistema
hipotalamo-hipofisario ovariano.

- Pacientes com uso anterior de quumio ou radioterapia de qualquer

natureza.

- Antecedentes de infecgiio pélvica.

- Presenga de distiirtbio endocrinolégico que ndo compensado com
tratamento adequado.

3.2. Materiais ¢ métodos

3.2.1. Obtencio e armazenamento das amostras de soro

As amostras de sangue eram coletadas por venopungdo, sem
~ anticoagulante, e os soros eram separados por centrifugagdo e armazenados a

- -20°C até sua utilizacio.
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3.2.2. Anilises sorolégicas

Os niveis séricos das gonadoirofinas horménio foliculo-estimulante ¢
“horménio luteimzante eram avaliados usando-se o método imunoenzimatico
fluorimétrico através de “kits” comerciais. O diagnoéstico de faléncia gonadal
era definide pelos niveis do hormdnio foliculo-estimulante acima de 40

mUT/ml.

3.2.3. Coleta e armazenamento do tecido ovariano

O tecido ovariano proveniente de pacientes com carcinoma mamario
que realizaram ooforectomia era coletado num frasco esténl vazio e
transportado imediatamente para o laboratério de anatomia patoldgica do
Departamento de Anatomia Patologica da FCM/UNICAMP. Apés exame de
congelagfio, o material que apresentasse qualquer alteracfio suspeita era retido
por completo ¢ o material que ndo apresentasse alteragdes era cortado em
fatias. Algumas destas fatias permaneciam no Iaboratorio, para posterior
~estudo, e as restantes eram postas & disposi¢@o, as quais eram colocadas em
frasco estéril contendo solugdo fisiologica ¢ armazenadas a -20°C, até

utilizagéo.
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Todas as pacientes que realizaram ooforectomia, com posterior utilizacdo

._ do tecido ovariano, estavam em idade fértil ¢ menstruavam regularmente sem
uso de medicagSes. Nenhuma delas apresentavam outras doengas que ndo o

_carcinoma mamério, € nfo tinham utilizado quimio ou radioterapia. Algumas

gstavam na fase folicular do seu ciclo menstrual e, outras, na fase litea.

3.2.4. Preparo do tecido ovariano e solubilizacéio antigénica

Apos descongelamento do tecido ovariano em banho a 36°C, era
.lavado trés vezes em PBS e, mmediatamente, era muciada sua dissecgio. O
tecido conjuntivo adjacente era elmmnado e o tecido ovariano cortado em
pequenos fragmentos. Este material era susﬁenso em tampdo de carbonato de
aménia 1M (10mi para 3g de peso (mido deste macerado) para extragdo de
antigenos soliiveis ¢ homogeneizacdo em blender por 10 minutos. Apos este
procedimento eram adicionados 6ml de¢ carbonato de aménia A suspensdo e
listribuidos em dois tubos de ensaio, assim permanecendo a 4°C durante um
dia, sendo ressuspensos de forma manual periodicamente. Apés este periodo,
o homogeneizado era cenfrifogado duas vezes a 3000 x g por 20 minutos,

- sendo o sobrenadante estocado a -80°C, para posterior utilizacdo.
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3.2.5. Inibidores de proteases

Solugdo inibidora de proteases (NaCl 1M, Tris-Hcl 50mM, Phenyl-
| methyl-sulphonyl fluoride- Sigma P-7626, EDTA 20mM, acido épsilon amino
| caproico 30mM, pH 7,5) era adicionada a todos os extratos antigénicos

ovarianos

3.2.6. Dosagem de imunoglobulinas no extrato ovariano

Com o objetivo de wverificar a presenga contaminante de
| imunoglobulinas no extrato de tecido ovariano solubilizado (ETOS), procedeu-
se & dosagem dos isétopos IgG, IgA e IgM através do método nefelométrico

{Array Protein Systeni, Beckman, EUA).

3.2.7. Dosagem de proteinas

A dosagem protéica dos extratos ovarianos era realizada pelo método
LOWRY modificado (HARTREE, 1972), utilizando soroalbumina bovina
como proteina de referéncia. Amostras da solugdo-padrio de albumina (2,6
mg/ml) eram diluidas para 1ml de 4gua, obtendo-se concentragdes finais que
variavam entre 13 e 117pg/ml. Tais amostras eram tratadas com 0,9mi da

solugdo “A” (tartarato de sodio e potdssio 2g, carbonato de sodio 100g,
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- NaOH IN 500ml e agua destilada gsp 1000ml) e aquecidas em banho a 56°C
por 10 minutos. Apés resfriamento & temperatura ambiente, os tubos recebiam
0,1ml da solugdo “B” (tartarato de sodio e potassio 2g; sulfato caprico lg;

NaOH IN 10mi; agua destilada gsp 100ml), com a qual permaneciam reagindo
| por 10 minutos. Eram entfio adicionados vigorosamente 3ml da solugfio “C”
(Folin-Ciocalteau 1/15 em agua destilada), de maneira que o jato liquido de
reagente forgasse uma mistura rapida. Os tubos de ensaio eram novamente
aquecidos a 56°C por 10 minutos.

Ao atingirem a temperatura ambiente, as amostras eram lidas em
~ espectrofotdmetro no comprimento de onda de 650nm. Os dados obtidos
| permitiam construir curva de referéncia na qual eram determinadas as
concentragdes protéicas das amostras experimentais, tratadas por procedimento

idéntico.

3.2.8. Imunodifusio

Preliminarmente, para a determinacdo da presenga do anticorpo
antiovariano no soro das pacientes com faléncia gonadal precoce, era utilizado

método de imunodifusio simples em agarose (SHEIDEGGER, 1933).
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3.2.9, Eletroforese analitica em gel de poliacrilamida - SDS

Utilizando o ETOS como substrato, eletroforese em gel de
poliacrilamida era realizada em placa vertical de acordo com o método de
LAEMMILI (1970), modificado por SAUAIA & LAICINE (1977) e com
adaptacbes do Laboratério de Imumologia Clinica ¢ Alergia. As amostras de
material eram aquecidas em agua fervente por 1 minuto, em presenca de
duodecil-sulfato de sodio (SDS) a 2% em tampdo Tris-HC1 0,0625 M pH 6.8,
ghicerol 10% e azul de bromofenol 0,001%, sendo adicionado 2-mercaptoetariol
a 10% quando se desejava a redugdo protéica. Eram aplicados Sug de material
protéico por pogo para a analise tintorial ¢ 15ug nas corridas destinadas a
eletroforese de transferéncia.

A dimenséo do gel era de 7.0cm X 8,5¢cm X 0,75mm, concentragio
de 12% para o gel de separagdo e de 5% para o de empilthamento, A
eletroforese era realizada sob corrente continua (30mA) com voltagem inicial
de aproximadamente 40 V ¢ final de 150 V. A migracdo protéica era
mterrompida quando o corante azul de bromofenol distava lem da borda
mferior do gel de separacio, ou seja, cerca de 1 hora apos o inicio do

procedimento.
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Ao término da eletroforese, os géis destinados 4 andlise tintorial do
- material eram corados em solugéio de coomassie blue 0,2% diluida em 4cido
~ acético glacial 10%, metanol 45% e 4gua destilada gsp, sendo o excesso de
 corante retirado com soluciio de metanol 45%, acido acético glacial 10% e
agua destilada gsp. Quando se desejava maior sensibilidade na detecciio de
bandas protéicas, utilizava-se a coloragdo pelo método da prata
(MORRISSEY, 1981). Os géis destinados a eletroforese de transferéncia eram
lavados em tampdo Tris 20mM, glicina 150mM, metanol 20%, pH 83 por 15
minutos, com o objetivo de retirar o excesso de SDS.

Os pesos moleculares das proteinas separadas eletroforeticamente
eram calculados por comparagdo com solugfo-padrdo contendo miosma de
masculo de coelho de 205kDa, B-galactosidase de Escherichia coli de 116
kDa, fosforilase de muasculo de coelho de 97 4kDa, albumina bovina de 66
kDa, ovoalbumina de 45kDa e anidrase carbOnica de eritrocitos bovinos de 29

kDa (MW-SDS-200, Sigma Chemical Company, EUA).

3.2.10. Eletroforese de transferéncia seguida de “immunoblotting”
O material proveniente da eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
era transferido eletroforeticamente (90 minutos a 4°C, 150 mA/gel) para

membrana de nitrocelulose (Trans-Blot Transfer Medium, 0,45 micron, Bio-
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Rad, EUA), com dimensdes idénticas aquelas do gel de separagiio, conforme
técnica de TOWBIN, STAEHELIN, GORDON (1979), modificada por
BURNETTE (1981) e com adaptagdes do Laboratério de Imunologia Clinica e
Alergia - UNICAMP. O tampio de eletroforese de transferéncia era composto
de Tris 20mM, glicina 150mM e metanol 20%, pH 8,3.

ApoOs a transferéncia, os sitios adicionais de ligacdo na membrana
gram blogueados por incubacido do mesmo em solugdo contendo soro fetal
- bovmo 3%, gelatina 0,3%, Tween 0,05% (dituidos em PBS pH 7.3), durante 1
hora. Apos trés lavagens de 10 minutos em PBS, as fitas de nitrocehulose eram
mcubadas por 3 horas com os soros para teste na diluicdo 1/1000 (soro fetal
bovino 1%, gelatina 0,1%, Tween 0,016%). Os soros eram retirados, as fitas
lavadas como anteriormente e colocadas em contato com conjugado anti-IgG
humana ligado & peroxidase (Abbot Laboratorios do Brasil, titulagio
aproximada de 1/2000) durante 1 hora, protegidas da luz. Em seguida a novo
ciclo de lavagens, as membranas eram submersas em solucdo de
diaminobenzidine (Sigma Chemical Co., 50mg/100ml de PBS) por 30 minutos
¢ o substrato revelado em presenca de H202 e solugfio de cloreto de cobalto ¢
sulfato de niquel 1% (DE BLAS & CHERWINSKI, 1983; ZOLLNER, 1990).

A reagdo era bloqueada pela adi¢do de 4gua delonizada.
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3.2.11. Reagentes utilizados

Todos os reagentes utilizados, cujas procedéncias nio foram citadas,
eram pro andlise,
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4. RESULTADOS

4.1. Dosagem protéica e determinacio de imunoglobulinas contaminantes

Apos preparo do tecido coletado, foram obtidos os extratos de tecido
ovariano solubilizado (ETOS). A concentragdo de proteinas determinada neste
extrato foi de 7,2mg/ml. As concentragdes de imunoglobulinas contaminantes
foram definidas através de ensaio nefelométrico que determinou a presenca de
imunoglobulinas G na concentracdo de 14,lmg/dl e auséneia de

imunoglobulinas A e M.

- 4.2. Imunodifusdo simples

Dos 35 soros de pacientes testados, 5 (14%) apresentaram linhas de
precipitagdo, representando a reagfio do extrato antigénico com anticorpos
existentes no soro das pacientes com faléncia ovariana precoce (FIGURA 1,

PAGINA 31). Nenhum dos soros controles apresentou reatividade.
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Figura 1: Imagem representativa de placa de imunodifusio simples em gel de
' agarose 1%, demonstrando linha de precipitacfio entre antigeno e
anticorpo (seta).
Pogo contendo 30 microlitros de extrato antigénico (ETOS).
Pogo contendo 20 microlitros de soro dos pacientes (1-16).

Observar flecha indicando linha de precipitacdo.



43 Fletroforese analitica

As eletroforeses em gel de poliacrilamida SDS 12%, com ETOS,
revelaram bandas protéicas de peso molecular variando entre 220 e 20kDa

(FIGURA 2, PAGINA 33).

4.4. Eletroforese de transferéncia seguida de immunobiotting

4.4.1. Procedimentos-controles

Estes procedimentos permitirain verificar reatividade considerada
inespeciﬁca, do anticorpo conpugado diretamente ou dos soros de mutheres
sadias, com bandas protéicas de 63kDa, 78kDa, 95kDa e 117kDa. A
reatividade encontrada na banda de 63kDa era mais intensa que as demais, mas
todas foram consideradas inespecificas.

Dewvido a constatagio da presenga de 1gG contaminantes no ETOS,
submeteu-se¢ a imunoglobulina G (Sandoz) como substrato para o
;mmumbiamng ¢ encontrou-se reatividade do anticorpo conjugado com as
baxxdas de 34kDa, 50kDa, 53kDa, 63kDa, 118kDa e 188kDa (FIGURA 3,

PAGINA 34).
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Figura 2: Imagem representativa de eletroforese analitica em gel de
poliacrilamida com ETOS, revelando bandas protéicas de peso

molecular variando entre 220 e 20 kDa.



ms] — 205.,0 kDa
v ] — 116,0 kDa
wul = 97,4 kDa oot
Fo [ 66,0 kDa “
— 45,0kDa
— 29,0 kDa
Padrio IgG Nis

Figura 3: Comparagio entre procedimentos controles:
IgG- Immunoblotting utilizando IgG como extrato antigénico
Bo - Branco - para avaliar reagdes inespecificas

Nls-~ Controles Normais
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4.4.2. Immunoblotting de soros de pacientes com faléncia ovariana precoce

Através de immunoblotting, utilizando o soro das pacientes,
verificon-se reatividade anticorpica para diversos peptideos antigénicos, com
variacdo de peso molecular entre 30kDa ¢ >205kDa. A banda de 63kDa foi a
mais intensa em todos os casos, assim como tinha ocorrido nos controles
é}@nnais, sendo também considerada inespecifica. Além das bandas
inespecificas, encontrou-s¢ reatividade a alguns peptideos ou grupamentos
protéicos de peso molecular maior, no entanto estas reacdes ocorreram
esporadicamente (TABELA 1, PAGINA 38).

O complexo peptidico de aproximadamente 30kDa foi considerado
“marcador suspeito” € reagiu com 14 soros de pacientes com faléncia ovariana
precoce. Este fragmento nio apresentou reatividade aos soros-controles.

(FIGURA 4, PAGINA 39).

‘4.5, Correlagio entre “fragmento” 30kDa e faléncia ovariana precoce

No grupo de estudo a idade das pacientes ao procurar o Servigo de
Gineco-Endocrinologia foi em média de 29,4 anos (de 18 2 39 anos), com
menarca em média aos 12.9 anos de idade {(de 9 a 16 anos), Apenas uma
paciente apresentava amenorréia primaria como queixa clinica e, as demais,

- amenorréia secundaria.
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Os niveis do FSH eram maiores que 40mUl/ml em todas as
pacientes, tendo sido em média de 80mUl/ml (de 40 a 180mUl/mt ). O LH
apresentou vanacdo de 11,7 a 150mUL/ml, com valor médio de 50mUl/ml.

Para avaliar a possivel relagdo entre essas caracteristicas ¢ a
presenga de anticorpo antiovario, as pacientes foram divididas em dois grupos
de acordo com a presenga ou ndo de reatividade para a banda de 30kDa. Os
._dados clinicos e laboratoriais foram comparados entre os grupos, ndo

apresentando diferencas entre eles (TABELA 2, PAGINA 40),

4.6. Relaciio entre auto-anticorpes com outras doencas auto-imunes

De 35 pacientes com faléncia ovaniana precoce, seis pacientes
apresentaram outras doengas auto-tmunes. Uma paciente apresentou doenca de
Addison e hipotiroidismno primanio, outra apenas a doenga de Addison e trés
pacientes somente 0 hipotirodismo primario auto-imune. Em apenas uma foi
diagnosticado lupus eritematoso sistémico.

A paciente que apresentou duas doengas auto-imunes associadas com
faléncia ovariana precoce e uma paciente com hipotiroidismo apresentaram
anticorpos que reagiram formando linha de precipitagio a4 mmunodifusio e
detectaram o peptideo de 30kDa ao immunoblotting. A paciente com lipus

eritematoso sistémico reagiu apenas com o peptideo, mas ndo desencadeou a
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formacdo de linha de precipitagio na imunodifusdo. No soros das outras trés
pacientes que possuiam doencas auto-immwmes associadas com a faléncia

gonadat ndo foram detectados anticorpos antiovério (TABELA 3, PAGINA

41},
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TABELA 1

FREQUENCIAS ABSOLUTAS E RELATIVAS DA REATIVIDADE DE
SOROS DAS PACIENTES E CONTROLES AO ETOS

- Fragmentos peptidicos Pacientes Controles normais
N =35 N=16
> 205 2 (6%) 1 {6%)
190 2 (6%) -=
170 2 (6%) -
150 5 (14%) 1 (6%)
135 4 (11%) 2 {(12%)
117 7 (20%) 7 (44%)
95 11 (31%) 9 (56%)
80 17 (49%) 11 (69%)
63 35 (100%) 16 (100%)
50 1(3%) -

30 14 (40%) -
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Figura 4: Exemplos de resultados obtidos em 1 soro controle € 2 soros de

pacientes com Faléncia Ovariana Precoce.
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TABELA 2

COMPARACAOQ ENTRE OS GRUPOS I E I QUANTO A MEDIA DOS
PARAMETROS: IDADE DA MENARCA, IDADE DE INICIO DOS
SINTOMAS E NiVEIS DE FSH E LH

grupo I* grupo [1**
N=14 N=2}
Idade Menarca 12,8 (9 a 16 anos) 13,0 (9 a 16 anos)
Idade de inicio dos 28,9 (18 a 39 anos) 29,7 (21 a 38 anos)
smtomas
FSH 77,0 (41,5 a 150mUl/ml) 82,5 (50 a 189mUT/ml)
LH 52,3 (15,5 2 150mUl/ml) 49,1 (11,7 a 150 mUl/m})

* grupo [ - Pacientes que reagiram a peptideos de 30kDa
** orupo 11 - Pacientes que niio reagiram a peptideos de 30kDa
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TABELA 3

RESULTADOS DE IMUNODIFUSAO SIMPLES E
IMMUNOBLOTTING EM SEIS PACIENTES QUE APRESENTAVAM
OUTRAS DOENCAS AUTO-IMUNE ASSOCIADAS

Doencas associadas Imunodifuséo Immunoblotting
Doenga de Addison e (+) (+)
Hipotiroidismo
Doenga de Addison (-) (-)
Hipotiroidismo (+) (+)
Hipotiroidismo () (-)
Hipotiroidismo (-) {-)
Lizpus Eritematoso (-) (+)

Sisténnco
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5. DISCUSSAO

A amenorréia hipergonadotrofica em pacientes com menos de 40
anos de idade caracteriza a faléncia ovariana precoce. Alteragdes
cromossdmicas, iatrogenia ¢ infecgdes sdo algumas das etiologias propostas
para esta disfuncio. Atualmente, existem indmeras evidéncias sugenndo
distarbio auto-imume como responsavel pela etiologia em subgrupo destas
pacientes: associagdo com outras doencas auto-imunes, infiltrado linfocitico
nos ovarios, reversio de quadro clinico pos-terapia imunossupressiva ¢

detecgiio de anticorpo antiovario nos soros destas pacientes.

Viarios métodos tém sido empregados para a detecgdo desse
anticorpo. Utilizamos as técnicas de immodifusio simples ¢ eletroforese
seguida de immunoblotting paia detectar a presenga de anticorpo contra
antigeno solivel ovariano nos soros de 35 pacientes com faléncia ovariana

precoce.
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Estudos visando a auto-imunidade ovariana indicam a presenca de
~ diversos antigenos gonadais envolvidos com a resposta imunologica na faléncia
- gvariana precoce, tais como células da granulosa, células da teca, receptores
das gonadotrofinas, oécitos ¢ componenies microssomais da célula produtora
de esteroides (ELDER e cols., 1981, MATHUR e cols., 1982; TANG &
- FAIMAN, 1983). Podemos inferir, portanto, que 2 utilizagdo do
homogeneizado ovariano humano ¢ vantajosa quando comparada com oufros
métodos que utilizam cortes histolégicos para a pesquisa antigémica. No
homogeneizado, temos grande diversidade antigénica, que permite a pesquisa
de anticorpos contra extrato antigénico mais abrangente, contudo os antigenos
responsaveis pela resposta imunologica na faléncia ovariana precoce ainda ndo
foram isolados.

Utilizando extrato antigénico solavel como substrato, primeiramente
avaliamos os soros de 35 pacientes pelo método de imunodifusdo simpies em
gel de agarose a 1%. Embora saibamos que esta técnica ndo apresenta alta
sensibilidade, encontramos linha de precipitacio em cinco dos soros testados,
indicando que estas pacientes apresentam anticorpos com propriedades fisico-
quimicas para desencadear uma reacdio antigeno anficorpo com capacidade de

precipitacdo.
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Investigamos a presenga de anticorpo anfiovario nestes soros
: utilizando o método de immunoblotting, que se caracteriza pela associagio do
poder analitico das técnicas de eletroforese, com a alta especificidade da
reagio antigeno-anticorpo (STOTT, 1989). Os soros das cinco pacientes que
apresentaram linha de precipitagdo com o método de imunodifusdo simples
também apresentaram reatividade especifica no immunoblotting. Além dos
cinco casos, pudemos verificar reatividade & banda de 30kDa em mais nove,
totalizando 14 (40%) soros reagentes. Nenhum dos 16 controles investigados
apresentou reatividade para este peptideo.

MONCAYO e cols. (1989) desenvolveram sistema de ELISA para
deteccdo de anticorpos antiovario, utilizando como substrato corpo lateo
bovino. Obtiveram fragdo soluvel e fragdo de membrana extraida com tnton a
1%, sendo que estes antigenos foram posteriormente  isolados por
cromatografia de afinidade. Os autores conseguiram revelar, através deste
método, complexo antigénico de peso molecular entre 2 e 36kDa. Portanto, é
possivel que exista conformidade entre o peptideo de 30kDa do nosso estudo
com este complexo antigénico.

A prevaléncia do anticorpo antiovario € muito variada, dependendo
do método utilizado para sua detecgdo. RABINOWE ¢ cols. (1989), utilizando

microscopia para imunofluorescéncia indireta, verificaram presenga de
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-~ anticorpo fixado no tecido ovariano em apenas 9% dos soros destas pacientes.
LUBORSKY e cols. (1990), utilizando método de ELISA e empregando ovario
¢ 06eito como substratos antigénicos, conseguiram detectar estes anticorpos no
soro de 69% das pacientes. No nosso estudo, 40% das pacientes apresentaram
reatividade para a banda de 30kDa ao immunoblotting. Fm 1993, MONCAYO
& MONCAYO publicaram artigo de revisdo sobre auto-imunidade ovariana,
demonstrando a evolucdo nos métodos utilizados para detecgdo destes
anticorpos e diferengas encontradas nos resultados desde 1966 até entio.
Baseados nesta revisdo, os autores concluiram que os anticorpos antiovarianos
parecem refletir a presenca de processo auto-imune neste drgdo.

O método de immunoblotting que utilizamos apresentou algumas
ligagGes inespecificas, demonstradas quando ndo utilizamos soros de pacientes
no experimento. Estas ligacSes foram semelhantes as encontradas em todos 03
controles e nas pacientes com faléncia ovariana precoce. TOVEY, FORD,
BALDO (1987) descreveram a presenga de ligagoes ndo-especificas do
anticorpo conjugado com enzima na técnica de immunoblotting. Segundo estes
autores, seriam reagdes das enzimas com certas proteinas, visto que estas
reagbes ndo sdo identificadas quando o anticorpo € marcado com elemento
radicativo. No nosso experimento, além destas ligages, 0 anticorpo conjugado

com enzima poderia ligar-se ao extrato antigénico ovariano, devido a

43



imunoglobulina no ETOS, que foi detectada através do métddo de nefelometria
automatizada.

Para avaliar a reatividade do nosso conjugado com a imunoglobulina
G, realizamos procedimento de eletroforese seguido de immunoblotting
utihizando esta imunogiobulina no lugar do extrato antigénico. Obtivemos
algumas reagtes semelhantes as inespecificas e outras nfio. Esta variagdo talvez
se devesse a quebra das moléculas de imunoglobulinas contaminantes no nosso
extrato ou 2 menor conceniragio relativa de imunoglobulina no ETOS, quando
comparada ao concentrado de imunoglobulina humana aplicado na eletroforese.

Embora esporadicamente, os soros de algumas pacientes mostraram
reatividade com bandas de peso molecular maior: 205kDa, 190kDa, 170kDa,
150kDa e 135kDa. Estas reacdes com peptideos de peso molecular alto podem
representar agregados antigénicos ou amda outros grupamentos antigénicos
MEenos expressivos.

Ainda ndo estd estabelecido o significado exato dos anticorpos
especificos antiovarianos nos soros de pacientes com faléncia ovariana
precoce. MCNATTY & SHORT (1975) comprovaram ¢ efeito citotdxico do
anticorpo anticélulas produtoras de esterdides na associacdo com doenca de
Addison. A possivel alteracio no sistema de autotolerancia, responsavel pela

presenga destes anticorpos, levaria a ooforite e, conseqiientemente, a



diminui¢io da fun¢do gonadal. No entanto, estes anticorpos niio sdo especificos
para o tecido ovariano, e estudos serdo necessarios para esclarecer se este
tenémeno ¢é mediado por anticorpos ou se é resultante de citotoxicidade
mediada por células dependentes de anticorpo.

WHEATCROFT e cols. (1994) demonstraram presenga dos
anticorpos especificos antiovario no soro das pacientes com faléncia ovariana
precoce, porém utilizando antigenos de trompas de Faldpio, em vez dos
gvarianos, Também constataram a presenga de anticorpos no soro destas
pacientes. Baseados nestes dados, os autores consideraram que a relagfo do
anticorpo antiovario com etiologia da faléncia gonadal ndo estd estabelecida,
podendo estes anticorpos serem epifenomenais.

Por outro lado, LUBORSKY e cols. (1990) demonstraram
diminuicio na concenfracio de anticorpos antiovananos em duas pacientes
utilizando tratamento imunossupressivo com glicocorticoide, chegando estas a
engravidarem apos a queda na concentragdo sérica dos anticorpos. Depois da
gestacio, os nivels de anticorpos subiram novamente € os sintomas da faléncia
ovariana precoce ressurgiram. Eles concluiram que estes dados servem de
SUpOTte para o concetto que aﬁticorpos antiovario correlacionam-se diretamente

com diminui¢do da fimgdo gonadal feminna.
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Apenas a avaliagio combinada de testes imunologicos, como
detecgdo do anticorpo anfiovaniano, estudos da funcdo dos lmfocites T,
avaliagdo da expressdo dos antigenos de histocompatibilidade e estudos
comprovando citotoxicidade destes anticorpos, permitira a inclusdo defimtiva
de alguns casos de faléncia ovariana precoce no grupo de doengas auto-imunes
¢ a indicaciio de terapéutica imunossupressiva (BETTERLE e cols., 1993).

Como demonstrado anteniormente por O’HERLIHY, PEPPERELL,
EVANS (1980), também nfio encontramos diferengas quanto 4 idade da
menarca ¢ idade do inicio dos sintfomas entre ©s grupos que apresentaram ou
ndo anticorpos antiantigenos ovarianos solfveis, evidenciando que estes
critérios ndo indicam quais pacientes apresentam estes anticorpos.

Nio obstante a maioria dos estudos ndo comprovarem a hipotese de
que as gonadotrofinas exercem influéncia na expressio antigénica ovariana,
esta suposigdo ainda ndo foi totalmente esclarecida. Os primeiros relatos na
literatura a este respeito foram de IRVINE e cols. (1968), ao demonstrarem que
componentes ovarianos ndo apresentavam o mesmo grau de antigenicidade,
propondo que a expressdo antigénica ovariana poderia ser estimulada pelos
niveis elevados das gonadotrofinas. BUKOVSKY & PRESL (1979)
preconizaram a existéncia de relagdio entre o eixo hipotalamo-hipofise-

ovariano ¢ o sistema imunolégico, sendo que uma desestabilizagdo do sistema,
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orovocado pelo aumento das gonadotrofinas, permitiria o aparecimento da
doenc¢a ovariana auto-imune. No final da década de 1980, verificou-se que
mulheres submetidas ao tratamentc com altas doses de gonadotrofinas, para
fertilizagio "in vitro®, também apresentavam prevaléncia do anticorpo
antiovario acima do normal. MONCAYO, MONCAYO, DAPUNT (1990)
realizaram analise seqitencial do anticorpo antiovario nestas pacientes, antes e
durante o tratamento com gonadotrofinas, identificando alta incidéncia de
soroconversdo. Eles questionaram possivel influéncia das gonadotrofinas em
induzir tais anticorpos. A utilizacgio de doses suprafisiologicas de
gonadotrofinas poderia desencadear desequilibrio do sistema imune ¢
conseqiiente doenga por auto-imunidade.

Por outro lado, DAMEWOOD ¢ cols. (1986), com o objetive de
detectar anticorpo antiovario, estudaram 27 pacientes com faléncia ovariana
precoce, comparando © grupo-controle de 22 pacientes menopausadas.
Detectaram este anticorpo em apenas uma das mulheres na menopausa,
demonstrando que as gonadotrofinas aumentadas fisiologicamente ndo
exerciam papel desencadeador de resposta imunologica. Nos nossos pacientes,
os niveis médios séricos de gonadotrofinas parecem ndo ter influenciado no
resultado do immunoblotting, pois foram semelhantes nos dois grupos.

LABARBERA, MILLER, OBER (1988), revisando 119 casos de
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menopausa precoce publicados na literatura médica, encontraram 17,5% de
associagies com outras doencas auto-imunes. Nossos resultados foram
semelhantes, dentre 35 pacientes com faléncia gonadal precoce, seis (17%)
apresentaram associagio com outra doenga anto-imune.

IRVINE, CHAN, SCARTH (1969), SOTSIOU, BOTTAZZO,
DONIACH (1980) demonstraram que anticorpos anticélulas produtoras de
esteroides, gue agem primariamente contra o microssoma das células da
adrenal, podem apresentar reacdo cruzada com antigenos ovarianos. Em nosso
caso, das duas pacientes com doenga de Addison, uma ndo apresentou
sororreatividade para a banda de 30kDa, demonstrando que o anticorpo
antiadrenal, que provavelmente estd presemte no soro desta paciente,
possivelmente ndo apresenta reagdo cruzada com o ETOS. Da mesma forma,
pudemos verificar que os anticorpos antitiroidianos no soro de duas pacientes
com hipotiroidisino primario auto-imune ndo reagiram contra este antigeno.

MONCAYO-NAVEDA e cols. (1989) demonstraram alta proporc¢io
de anticorpos antiovarios no soro de pacientes com lupus eritematoso sistémico
e consideraram este achado indicativo de alteragdes na funcfio gonadal destes
pacientes. J4 em 1944, ROSE & PILLSBURY descreveram, antes da
disponibilidade de agentes imunossupressivos, alteragdes compativeis com

ooforites em pacientes com lipus eritematoso sistémico em atividade. A tmica



paciente de nossa casuistica com esta doenga apresentou reatividade para a
banda de 30kDa, corroborando esta associagdo.

Com a metodologia de exiragdo e solubilizagdo de antigenos
ovarianos, conseguimos detectar a presenca de anticorpo conira peptideo de
aproximadamente 30kDa em 40% das pacientes com faléncia ovariana precoce.
Estudos posteriores serio necessarios, tanto para averiguar o valor
fisiopatoldgico destes anticorpos, como para definitivamente 1solar os antigenos

responsaveis por esta auto-agressio imunologica.
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6. CONCLUSOES

6.1. O método de extragio e solubilizagdo de extrato ovariano humano com
carbonato de amoénia permitiu a obtengdo de complexos antigé€nicos

capazes de revelar a presenca sérica de anticorpos antiovario em pacientes

com faléncia ovariana precoce.

6.2. Através da técnica de immunoblofting, utilizando este extrato, pudemos

detectar a presenga de anticorpos dirigidos contra peptideos de 30kDa em

14 (40%) de 35 pacientes portadoras de faléncia ovariana precoce.

6.3. A idade da menarca, idade do inicio dos sintomas ¢ niveis de
gonadotrofinas ndo foram diferentes nas pacientes que apresentaram

reacdo a banda de 30kDa, quando comparados com as demais.



6.4. Esta metodologia permitird a continnidade nos estudos para o
entendimento da auto-imunidade ovariana com o isolamento da fragio de

30kDa ¢ a caracterizacdo das propriedades bioldgicas deste anticorpo.
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