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ABREVIATURAS

2 205 kDa: peso molecular maior ou igual a 205 kDa,
Ac-Tg auto-anticorpos antitiroglobulina.

Ac-TGPO: auto-anticorpos com reatividade dupla antitiroglobulina ¢ antitiroperoxidase.
Ac-TPO: auto-anticorpos anti-TPO,

AMPadenosina monofosfato,

L P 1 pontos por polegada.

DNA: dcido desoxirribonucleico,

EBRT: extrato bruto de tirdide.

EBTh: extrato bruto de tirdide humana.

EBTp: extrato bruto de tiréide porcina,

FDTA: etileno-diamino-tetra-acético.

' iodo radioativo (isétopos 125 ¢ 131)

1g(r imunoglobulina G,

kDa: kiloDaltons,

LATS: “long-acting thyroid stirmdator”™.

PHS: tampéo fosfato.

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliscrilamida-SDS.
SDIS: duodeci! sulfato de sddio.

Ty triiodotironina,

T4 tetratodotironina (tiroxina).

TsL: tirgving livre,

Ty tiroglobulina

TPG: tiroperoxidase.

TRIS: trisfhidro-metil] amino acético.

TSA: tiroidite subaguda,

TSH: horménig tirotrdfico.

TSHR-Ab B anticorpo bloqueador do receptor de horménio tirotréfico.

TSHR-Ab S anticorpo estimulador do receptor de hormdnio tirotrofico.
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RESUMO

A tiroglobulina ¢ a principal proteina sintetizada pelas células foliculares
tiroidianas, representando um dos principais auto-antigenos envolvidos tanto nas
doengas auto-imunes da tirdide quanto na induciio de tiroidite em modelos
experimentais. Varios trabalhos tém sido publicados relatando aspectos referentes &
imunogenicidade da tiroglobulina humana ¢ de cutros animais, incluindo seu
mapeamento epitdpico e a deserigho de oligopeptidecs imunogémcos sintéticos ou

abtidos por tratamento enzimatico.

A sintese de hormdmios tiroidianos envolve a recaptagio da tiroglobulina presente
no Hinen folicular e seu processamento por endoproteases lisosomais, Entre estas
enzimas destacam-se as catepsinas B, D, H ¢ L, cuja aglio conjunia cliva o
mondmero de tiroglobuling em locais pré-determinados. Trabalhos recentes relatam ™
a exisiéneia de sitios preferencials de clivagem proteica por tripsina, demonstrando
que estas areas séo correspondentes aquelas em que atuam as profeases enddgenas
tirpidianas. Portanto, a utilizagio do modelo de tripsinizag@io limitada da
tiroglobulina leva A4 obtengac de peptideos andlogos aos resultantes do

processamento intra-hisosomal tiroidiano,

Neste trabatho realizamos a purificagfio de tiroglobuling porcina e humana a partir
de extratos tiroidianos brutos através de cromatografia por exclusdio de pesos

moleculares, caracterizando eletroforética e imunologicamente tais proteinas. A



tiroglobulina humana assim purificada foi submetida a tripsinizacio limitada com
obtenglio de peptideos com pesos moleculares entre 79 kDa e 2205 kDa. O
reconhecimento destes peptideos por auto-anticorpos antitiroglobulina foi estudado

atraves da téonica de immunobloting,

Desta forma foi possivel verificar que 2 freqiéncia de reconhecimento destes
fragmentos proteicos por auto-anticorpos foi semelhante nos pacientes com doenca
de Basedow-Graves e tiroidite de Hashimoto, sendo estes reunidos em um mico
grupo referente 4 doenca tiroidiana auto-imune. Ao compararmos os grupons com
tiroidite subaguda (TSA) e doenga tiroidiana auto-imune, verificamos que peptidens
de 80 kDa, 185 kDa e 2205 kDa rcagiram mais freqientemente com  soros

provententes de pacientes com TSA.

A comparagio de nossos achados com relatos da literatura sugerem que ¢ peptideo
de 80 kDa corresponda & extremidade N-terminal da molécula de tiroglobulina
humana, area pouce envolvida na génese de auto-anticorpos em doenga tiroidiana

auto-imune.

Estes dados demonstram que, embora os auto-anticorpos antitiroglobulina reajam
com todos os peptideos obtidos por tripsinizagio limitada da Tg humana, os perfis
de reconhecimento diferern entre as situagfes auto-imunes & nio auto-imunes. O

estudo destes peptideos, sobretudo o de 80 kDa, poderé contribuir para a clucidagéo



das relagles entre endoproteases, peptideos de tiroglobulina obtidos 1 vive e

resposta humoral 4 tiroglobulina.
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INTRODUCAO

BOENCA TIROIDIANA AUTO-IMUNE E TIROIDITE SUBAGUDA

Doenca Tiroidiana Auto-imune

Consideradas inicialmente processos distintos, a tiroidite de Hashimoto ¢ a
doenga de Basedow-Graves representam exiremos opostos de uma Unica entidade
{(WEETMAN, 1991} FATOURECHI et al. (1971) descreveram na tirdide de
pacientes com doenga de Graves, aspectos histologicos semelhantes aqueles
enconfrados na tiroidite de Hashimoto, como infiltragfio linfocitiria ¢ centros
germinativos. Os relatos de evoluglio espontinea de doenga de Basedow-Graves
para tiroidite de Hashimoto e vice-versa (VOLPE, 1991) reforcam esta hipétese e

permitem agrupd-las sob a denominagio de doenga tiroidiana auto-inmumne.

A doenga de Basedow-Graves, causa mais comum de tirotoxicose abaixo dos 40
anos, foi descrita separadamente por estes autores (GRAVES, 1835; VON
BASEDOW, 1840) ¢ compreende, na sua forma completa, bocio difuso,
hipertiroidismo, oftalmopatia, dermatopatia infilfrativa e acropaquia. WARTHIN
{1928} ja propunha o envolvimento do sistema imune na fisiopatologia desta
doenga, bascando-se nos achados de aumento de linfonodos, timo baco. Em
1956, ADAMS & PURVES identificaram um fator de estimulo tiroidianc no soro
de pacientes com doenga de Graves, cuja aglio era mais prolongada que a da

tirotrofing e fol denominado posteriormente “long-acting thyroid stimudator”



(LATS). KRISS et al. (1964) associaram definitivamente a doenga a um distirhio
auto-imune ao demonstrar que o LATS era uma imunoglobulina. A aclie de
estimulo tiroidiano foi entdo relacionada & existéneia de anticorpos capazes de
reagir com o receptor de TSH, ativando a via do AMP cichico, levando 3

hiperproduglo hormonal ¢ hiperirofia tiroidiana {(SMITH & HALL, 1974).

Alguns autores chegaram a sugerir que os anticorpos estimuladores do receptor de
TSH (TSHR-Ab S} estariam presentes nos soros de até 100% dos pacientes com
doenga de Basedow-Graves (RAPOPORT et al, 1984; BURMAN & BAKER,
1985, DURON et al, 1987), embora ILICKI et al. {1992) descrevam sua
negatividade em  10% destes  individues. Tais anticorpos sie produzidos
principatmente por plasmocitos intra-tiroidianos, apesar de existiram outros sitios
de sintese (WEETMAN et al, 1984; MC LACHLAN, 1986a). Portanto, a
incapacidade ¢m detectar o TSHR-4b § no sangue peritérico, ndo reflete,
obrigatoriamente, a auséneia de envolvimento deste anticorpo na fisiopatologia do
tupertiroidismo auto-imune. Outros anticorpos dirigidos ao receptor de TSH ¢ que
apresentam capacidade de inibi-lo {TSHR-Ab B) sio descritos na doenga do

Basedow-(raves ¢ outras formas de doenga tiroidiana auto-imune.

Em 1912, HASHIMOTQ descreveu varios pacientes com bocio nos quais a
histologia tiroidiana era caracterizada por infilrado linféide, fibrose, atrofia e
modificagdo  eosinofflica das células foliculares. Conhecida hoje pela

denominacio eponinica de tiroidite de Hashimoto, esta entidade nosoldgica foi



associada  inicialmente ao  sistema imunolégico  pelo  achade de
hipergamaglobulinemia (VOLPE, 1991). Em 1956, ROITT et al. demonstraram a
presenga de auto-anticorpos antitiroglobulina {(Ac-Tg} em soros de pacientes com
troidite de Hashimoto. Concomitantemente, ROSE & WITERSKI {1936
obtiveram o primeiro modelo de tiroidite experimental auto-imune em coethos ao
administrar, por via subcutdnea, extrato tiroidiano homdlogo emulsificade em
adpuvante de Freund Estes fatos, associados & descﬁgéo dos anticorpos reativos 3
fragho microssomal tiroidiana, reforcaram a hipdtese de etiologia auto-imune
{HOLBOROW et al, 1959). CZARMNOCKA =t al. {1985a, b) demonstraram que o
antigeno microssomal correspondia 4 tiroperoxidase {TP0), o que estaria de
acordo com relatos prévios de expressdo deste antigeno no citoplasma ¢

membrana apical do tirdeito (KHOURY et al,, 1981; FENZI et al., 1982}

(s antigenos responsaveis pela destruigo celular na tiroidite de Hashimoto ainds
sdo discutidos na literatura. A tiroglobulina € a principal proteina envolvida nos
modelos experimentais espontineos ¢ induzidos de tiroidite {CHARREIRE,
198%). DONIACH & ROITT (1957) propuseram gque 05 anticorpos
antitirogiobuling  fossem  citotéxicos em humanos, fato questionade  por
KOFFLER & FRIEDMAN (1964), uma vez que seus titulos séricos ndo refletem a
intensidade da doenga. Us niveis de anticorpos anti-TPO {Ac-TPOY foram
relacionados ao grau de infiltragio linfocitéria na tiroidite de Hashimoto ¢ na
doenga de Basedow-Uraves (MAAGOE et al., 1977, TAMAI et al, 1989, mas

mvestigaghes recentez demonstram que a atividade citotéxica do soro dos



2.1.2

pacientes nfioc ¢ mediada por estes anticorpos € sim por outros ainda ponce

caracterizados {BOGNER et al , 1990; CHIOVATTO ot al.; 1993y,

Tireidite Subaguda

A tiroidite subaguda (TSA) foi descrita por DE QUERVAIN (1904) comeo
alteraglio mflamatoria auto-limitada da tirdide ¢, contrariamente a sua designaciio,
reflete o comprometimento agudo da glindula (BENKER et al., 1988). A doenca
manifesta-se de forraa abrupta, caracterizada por dor em regifio cervical anterior,
irradiada para ouvidos, mandibula e regifio occipital, agravada pela rotaclio do
pescogo, degluticio ¢ palpagdio. Queixas sistdmicas de mal estar e febre sio
comuns, associando-se a sinais de tirotoxicose leve. Os achados laboratoriais
cldssicos incluem aumento da velocidade de hemossedimentagfo (BASTENIE et
al, 1972), hipocaptagio de iode radicativo pelo parénquima  tiroidianc
(KITCHENER & CHAPMAN, 1989) e presenca de células multinucleadas

giganies nas avaliagdes histopatoldgicas (PERSSON, 1968; CHANG et al., 19833,

Prédromos com mialgia, mal estar ¢ fadiga, auséncia de leucocitose ¢ curso
autolimitado da doenga sugerem etiologia viral (TOMER & DAVIES, 1993).
Desta torma, 2 TSA tem sido associada a infeceBes pelos virus da caxumba
(EYLAN et al, 1957, McARTHUR, 1964, HUMG, 1969, SHEBA, 1968),
sarampo, resfriado comum, virus de Epstein-Barr ¢ Coxsackie (VOLPE, 1979),
STANCEK et al. (1975} isolaram virus citopdtico em 5 dentre 28 pacientes com

TSA, sendo posteriormente identificado como retrovirus espumoso humano



{WERNER & GELDERBLOM, 1979). E interessante observar que as infecgdes
por virus espumosos resultam na formaglio de células multinucieadas gigantes
antes da lise celular (FLUGEL, 1991} como na TSA. Embora atraente, a

associagio entre TSA e virus espumoso humano nio fo; confirmada por outros

autores (DE BONS-GIILLEMIN et al., 1992},

Apesar da provdvel etiologia viral, vdrias manifestagdes imunoldgicas ém sido
relatadas em portadores de TSA. Ao contrério da normalizago histolégica ¢
funcional que ocorre na maior parte dos pacientes, alguns evoluem para tiroidite
de Hashimoto, caracterizada pelos altos titulos de anticorpos antitiroidianos e
infiltrade linfocitario tipico (IVY, 1961; TIKKANEN & LAMBERG, 1982
MARINONI & MARINGNI, 1984; GOZARIU et al., 1986). Episédios prévios de
T5A tém sido relatados em individuos com doenga de Basedow-Graves, associada
a presenga sérica de auto-anticorpos estimuladores do receptor do TSH
(WERHNER, 1979, WARTOFSKY & SCHAAF, 1987, FUKATA et al_ 19923 As

relagdies causais sdo, entretanto, ténues

{ envolvimento da imunidade celular na TSA ¢ demonstrado pela sensibilizagio
de linfécitos T para antigenos tiroidianos {WALL et al., 1976, TOTTERMAN et
al, 1978, GALLUZZO et al, 1980). Estas observagdes, entretanto, tém sido
mterpretadas como respostas secundérias a liberaglio antigénica decorrente da
infecodio viral (TOMER & DAVIES, 1993). FUKAZAWA et al (1 5903

descreveram a redugio do nimero absoluto e relativo de “célylas killer” durante a



primeira fase da doenga ¢ correlacionaram tal fato 4 a¢8o de uma glicoproteina

acida imunossupressora.

Auto-anticorpos Ac-Tg e Ac-TPO sio descritos em soros de 42 a 64% do
pacientes {VOLPE et al., 1967, LIO et al,, 1984), porém os titulos decrescem
rapidamente, permanecendo baixos ou negativando-se 3 medida em que o
paciente evolui para a cura. Anticorpos dirigidos ao receptor de TSH, incluindo
aqueles com capacidade de estimula-lo, sdo descritos nos soros de pacientes com
TSA (WALL et al, 1982; BLIDDAL et al, 1985; MITANI et al, 1992
NAKAMURA et al, 1992). Neste contexto, TAMAI et al. (1991) demonstraram
freqiéncia aumentada de anticorpos blogueadores da agio do TSH em pacientes

com TSA que evoluiram com hipotiroidismo transitorio.

WEETMAN et al. (1987 estudaram a reatividade dos soros de pacientes com
TSA a extratos antigénicos de tecido tiroidiano. Ao utilizarem a técnica de
immumobloting,  foram  capazes de  demonstrar anticorpos  direcionados @
determinantes cujos pesos moleculares variavam entre 10 e 177 kDa. Fstes auto-
anticorpos niio foram detectados nos individuos normais e persistiram nos soros
de pacientes por perfodos de até 39 meses apds o episddio agudo, podendo

representar anormalidade persistente do sistema imunoldgico.
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TIROGLOBULINA

Aspectos Gerais

A tiroglobulina (Tg) ¢ a principal proteina sintetizada pela célula folicular
tiroidiana, chegando a representar 75% do material proteico das glindulas de
mamiferos (VAN HERLE, et al., 1979). Esta proteina tem sido objete de estudos
hd varias décadas uma vez que é um dos principais antigenos envolvidos nas
patologias tiroidianas auto-imunes espontineas ¢ induzidas (CHARREIRE, 19893,
além de suporte ativo da sintese hormonal tiroidiana. No entanto, seu elevado
peso molecular (660 kDa), sua heterogeneidade resultante de modificagdes pds-
traducionais como iodinagio e glicosilagio ¢ sua alta sensibilidade & protedlise
dificultaram a compreensio inicial de caracteristicas basicas como o nimero ¢

tamanho de subunidades (MAUTHIERY et al., 1989).

A descriglio da estrotura primdéria da Tg humana, deduzida a partir de seu DNA
complementar (MALTHIERY & LISSITSKY, 1987), trouxe novos subsidios para
o estudo dos mecanismos enveividos na sintese dos horménios firoidianos ac
demonstrar que esta proteina ¢ formada por duas cadeias polipeptidicas idénticas
de 2748 aminodcidos e virios sitios de glicosilagiio. Dados provenientes de
estudos com a Tg porcina (DESRUISSEAU et al,, 1994) e humana (SAKURA] et
al., 1991) sugerem que oligossacandes contribuam para sua carga negativa, sendo

o numero destes controlado pelo horménio tirotrdfico.

10



A andlise da estrutura primaria da Tg humana (MALTHIERY & LISSITSKY.
1987} evidencia 3 tipos de homologias internas {(Figura 1, pagina 12). Dez
dominios (homologia tipo 1) de 60 aminodcides sio encontrados na metade
amino-terminal da molécula, apresentando residuos de cisteina, glicina ¢ prolina
em posicOes invaridveis, o que sugere a conservagio de estrutura tridimensional
rigida. A drea de homologia do tipo 2 ¢ formada por 3 dominios curfos, de 14a 17
aminodcidos, focalizados na porgiio central ¢ seguidos por outros cinco dominios
thomologia tipo 3) que apresentam elevado nimero de residuos de cisteina,
Portanto, 0s 2/3 amino-terminais do mondmero de Tg, representados pelas dreas
de homologia intema citadas, apresentam blocos de estrutura tridimensional
rigidy sugeridos pela presenca, em posigBes fixas, de aminodcidos envolvidos na
manutengio da conformaglio estratural. Em algumas regies, tais blocos sio
separados por insergbes peptidicas de tamanho variado que estariam relacionadas
a jungbes exon-intron e parecem projetar-se na superficie da molécula (PARMA
et al, 1987). A porglo C-terminal (30%) nio apresenta este tipo de estruturas
repetitivas, tom menor ndmero de residuos de cisteina e provavelmente maior

itherdade estrutural.

11



Figura 1. Representagdo esquemadtica do mondmero de tiroglobuling humana, NH2 & COQH
uxdicam, respectivamente, as extremidades amino e C-terminal Os sitios preferenciais de sintese
de tiroxing {T4) e trnodotironing {T3) estdo representados pelas flechas, sendo o8 residnos de
trosina identificados pela oumerago. B dreas de homologia de fipo 1. B : dreas de
homaologia de tipo 2, Jhdreas de homologia de tipo 3.

Modificado de MALTHIERY & LISSITSKY, 1987,

T -
R

f2]
&

Figura 2, RepresentacBo esquemidtion do monbmero de tirogiobuling hussana, demonstrando as
areas de horsologia interna do tipo 1 2 [1e3 B As setas indicam os sitios preferenciais de
clivagem espontinea (£} e induzida por tripsina (T, termolizing (T1.) e catepsinas B, De L,



As seqiéncias proteicas da Tg de bovinos, humanos ¢ ratos t8m elevada
homologia, sendo os primeiros 20 aminodcidos idénticos nestas  espécies
{CHARREIRE, 1989). Comparagdes através de bancos de dados revelaram 38%
de semethanca entre as estruturas repetitivas do tipp 1 ¢ o dominio
extracitoplasmatico da cadeila invaridvel lid] , associade aos antigenos la do
sisterna de histocompatibilidade murino. A porglio C-terminal & homologa (64%)
4 acetilcolinesterase de Torpedo californica, sugerindo que estas proteinas tenham

evoluido de wm gene ancestral comum (TAKAGT et al,, 1991).

As reagbes de acoplamento de iodotirosinas e conseqlente sintese de hormdnios
tiroidianos ocorrem mesmo em niveis baixos de iodinagdo, levando a formagdo de
4 a2 8 moléeulas de T, ou T; por dimero de Tg LAMAS et al. (1974) ¢
GAVARET et al. (1977) demonstraram que os residuos de tirosina presentes na
molccula apresentam diferentes graus de reatividade ao iodo ¢ sugeriram que a
iodinaglo ocorresse de modo seqiiencial e controlado pela estrutura espacial da
proteina. Desta forma 20 dos 67 residuos de tirosina presentes no mondmero de
Tg humana sBo passiveis de iodinagfio ¢ apenas quatro podem atuar como sitios
de sintese hormonal. Tirosinas nas extremidades N e C-terminal {posiches 5 ¢
2746) sHio, respectivamente, os locais preferenciais e formaclio de tiroxina e
iriiodotironing, havendo o envolvimento secundério das posicBes 2553 ¢ 2567
(MARRIQ et al., 1982; RAWITCH et al, 1983; MALTHIERY & LISSITSKY,
1987). A localizaglo terminal dos dois principais sitios de hormonogénese parece

ter relevidncia para a sintese de fodotironinas, uma vez que estas dress sfo mais
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2.2.2

acessivels & lodinaglo, apresentam maior grau de liberdade estrutural que

favorece as reagBes de acoplamento, além de serem sensiveis a protedlise

(MALTHIERY et al., 1989),

Internalizacio, Clivagem Proteolitica e Liberaciio Hormonal

A biossintese dos hormbnios tiroidianos fequer o transporte bi-direcional da Tg. A
moléeula recém sintetizada é secretada para o Himen folicular onde, sob acio da
TPO, ocorrem as reagbes de iodinagio e acoplamento de iodotirosinas, com a

tormacfio de residuos de Ty e T ainda tigados 4 Tg (GRUFFAT et al,, 1992,

A endecitose da Tg pode ocorrer por  macro ou micropinocitose, sendo a
contribuigdo relativa de cada processe dependente da espécie estudada e da
atividade funcional da glandula (BERNIER-VALENTIN et al, 1991) Em
humanos, a micropinocitose predomina sob condigdes fisioldgicas, emhora
situagBes de demanda elevada e constante de horménios tiroidianos possam levar
a0 envolvimento do processo macropinocitico (KOSTROUCH et al., 1993). Apds
a internalizagdo, a Tg passa seqiiencialmente por endossomas precoces, tardios 2,

finalmente, lisosomas.

A liberaglio de horménios tiroidianos a partir de um precursor proteico de peso
molecular o elevado depende da clivagem proteolitica da molécula em
diferentes partes e ordem pré-determinada (GENTILE & SALVATORE, 1993),

Tem sido demonstrado que a degradagBo lisosomal da Tg leva iniciglmente 3
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liberagdo dos residuos de Ty ¢ T; de ambas as extremidades, Endopeptidases
como a catepsing D ¢ cisteino-proteases como as catepsinas B, H ¢ L tém side
implicadas, sendo a aglio sinérgica destas enzimas necessdria para a secregio

hormonal (DUNN et al, 19912, DUNN et al,, 1991h).

Estudos visando determinar os sitios de aclio proteolitica e correlacions-los com a
estrutura terciaria da Tg humana e de outros mamiferos demonstraram a
conservagdo de dreas sensiveis 2 protedlise Tocalizadas na extremidade C-terminal
€. sobretudo, nas seqiiéncias peptidicas que se inserem entre os blocos de
homologia intema. (Figura 2, pagina 12 e Tabela I, pagina 173, GENTILE et al.
(1992} propuseram que ocorresse quebra espontinea da Tg humana entre os
aminoacidos Leucina (503) e Serina (504}, localizados na inserfio entre o quarto
¢ quinto blocos de homologia tipo 1. Estas regiles sdo também susceptiveis &
agdo enzimdtica da tripsina, termolising e catepsinas B, D e L (DUNN et al,

1991a; DUNN et al,, 1991b; GENTILE & SALVATORE, 1993},

Embora 2 tripsina nfie participe fisiologicamente da liberaclo dos residuos
hormonais da cadeia de Tg, sua atividade em razdes enzima/substrato baixas ¢
analoga aquela das endopeptidases tiroidianas, levando & obtenclio de peptideos
semelhantes aos derivados do processamento lisosomal do pro-hormdnio, O
estudo da antigenicidade de tais seqidneias proteicas pode trazer novos subsidios
para a compreensiio do envolvimento da tiroglobulina como auto-antigeno nas

patologias tiroidianas de carater auto-imune.
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2.2.3  Aspectos Imunolégices

Auto-anticorpos antitiroglobulina {(Ac-Tg), mictalmente descritos na tiroidite de
Hashimoto, séio também detectados nas outras formas de doenca tiroidiana auto~
imune ¢ em até 27% dos individuos sadios {DONIACH & ROITT, 19356;
GUILBERT et al,, 1982 ERICSSON et al.,, 1985)WEETMAN et al, (1984)
demonstraram que a maior parte destes anticorpos ¢ produzida por linfocitos
intra~tiroidianos, fato confirmado por MC LACHLAN ¢t al. (1986b) ao comparar
plasmocitos intra-glandulares com agueles presentes no sangue periférica,
BAKER et al. {1988) relataram a produgio de Ac-Tyg restrita 4 tirdide em um
paciente com tiroidite de Hashimoto cuja sorologia era nepativa. Estes autores
obtiveram vérios anticorpos monoclonais a partir de linfocitos extraidos deste

tecido glandular, incluinde uma 1gM com especificidade restrita & Tg humanga.

Os niveis de Ac-Tg nos pacientes com doenga tiroidiana auto-fmune e nog
modelos experimentais nfo se correlacionam com as alteragdes histopatoldgicas
(CHARREIRE, 1989). VLADUTIU & ROSE (1971) induziram tiroidite
autoimune ao injetar soro de camundongos doentes em outros normais, Snquanto
JAROSZEWSKI et al. (1978} demonstraram que Ac-Tg intensificavam o gran
de infiltrado tiroidiano em gatinhas obesas, propondo que tais anticorpos fossem
potencializadores da resposts. Estes dados, no enfanto, ndo foram confirmados

por outros avtores (OKAYASU, 1985).
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Tabela L Sitios preferenciais de clivagem do mondmero de tiroglobulina por protedlise

espontinea ¢ induzida por tripsina, termolisina e catepsinas B, De L.

Protease Residuos envelvidos Referéncia Bibliografica

Chivagems Espontinea 503 GENTILE et al., 1992

Tripsina 322 GENTILE & SALVATORE, 1993
1627

2513

Termolisina 503 GENTILE & SALVATORE, 1993
597
a82
980
1405

1831

Catepsina B 532 DUNNetal., 1991b
795

2487

Catepsina I 2386 DUNN et al., 19%1h
2432

2490

Latepsina L 551 DUNNET AL, 1991b
1835
2643

2468
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RUF et al. (1985), a0 comparar as especificidades de Ac-Tg entre individuos
normais, com doenca de Basedow-Graves, tiroidite de Hashimoto e CArCINOma
de tirdide sugeriram que o repertério destes anticorpos fosse semelhante, embora
houvesse predominio de reatividade a alguns epitopos na doenca tiroidiana auto-
imune. Desta forma, propuseram que o aumento dos niveis séricos de Ac-Tg em
pacientes com carcinoma resultaria de ativagdio policlonal decorrente da
liberagdo de droglobulina do tecido neoplasico. Por outro lado, na doenca
tiroidiana auto-imune, tal fato envolveria distirbios da imunorregulacio. Fsta
hipdtese foi reforcada por MORI et al. (1985) e TAO et al. (1983) que
descreveram, respectivamente, reduglio da atividade linfocitaria T SUpressora e

aumento de T auxiliar especifica para a Tg nia doenca de Basedow-Graves,

HEIDELBERGER (1938} indicou a existéneia de 40 epitopos na molécula de Tg
humana detectiveis por anticorpos heterdlogos. Usando proteinas de fusdo,
MALTHIERY et al. (1991} caracterizaram 7 regides antigénicas exposias na
superficie da molécula e focalizaram a reatividade de auto-anticorpos de
pacientes nas regides central e Cterminal (HENRY et al., 1990V BOUANANI et
al {1989) compararam a reatividade de Ac-Tg de individuos sadios com a de
tiropatia autoimune, demonstrando gue tais anticorpos eram dirigidos a porgdes
diferentes da molécula. Recentemente o mimero de 4reas imunorreativas da Tg
foi expandido para 11 ¢ a regifio central da molécula (residuos 1149-1230)

confirmada como wm dos principais auto-epitopos emvolvidos na doenca
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tiroidiana avto-imune (HENRY et al, 1990 BOUANANT et al- 1992, HENRY
stal, 1992}

Evidéncias provenientes de modelos animais indicam que o contenido de iodo da
Tg influencia sua antigenicidade e que a reduclio do teor deste ion na proteina
utilizada para imunizagio leva 4 redugdo da severidade da tircidite experimental
(ALLEN et al, 1986; CHAMPION et al.; 1987). De modo analogo, estudos
epidemiologicos em humanos demonstraram que o aumento da ingestdo de iodo
esta correlacionado & major freqii€ncia e severidade de lesdo tiroidiana auto-
imung (VAN HERLE et al : 1979). Estes fatos, associados & existéncia de auto-
anticorpos antitivoxina leva ao interesse pela imunogenicidade dos sitios de
sintese  hormonal (SAKATA et al, 1993). QUTCHINGS et al. (1992)
descreveram um peptidec sintético de 12 aminodcidos que inclufa o sitic
hormonogénice 2553 e era capaz de induzir tiroidite experimental em
camundongos CBA/J, Neste experimento, a troca do residuc de T4 por qualquer

dos 20 aminedcidos levava & perda da antigenicidade.

CHRONOPOULOU & CARAYANNIOTIS (1992) evidenciaram seqiiéneia de
aminoacidos localizada na regifio C-terminal da tiroglobulina humana (2495-
2511), e presente em outras espécies, cuja capacidade de induzir firoidite
experimental em virias linhagens de camundongos era semelhante & da
tiroglobulina integra. TEXIER et al, (1992) induziram tiroidite experimental

inoculando um peptideo de 40 aminodcidos, derivado da clivagem triptica da Tg
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porcina ¢ localizado entre os residuos 1672-1711 da molécula {numeragio
referente a Tg bumana). Portanto, os epitopos envolvidos nos modelos de
tiroidite induzida parecem estar localizados tanto na extremidade (C-terminal
quanto na porgio central do mondmero de Tg, regies com distribuicio angloga
4 das areas antigénicas reconhecidas por auto-anticorpos na doenga tiroidiana

auto-rmune,

KOHNO et al (1988) e RUF et al. {1990) descreveram auto-anficorpos capazes
de reagir de forma cruzada com a Tg e TPO (Ac-TGPO).Utilizando-se
radioimunoensaio fipo sanduiche, foi possivel confirmar a presenga destes
anticorpos no soro de humanos e amimais, identificando a Ty como antigeno
indutor. Portanto, os Ac-TGPO fepresentam um tipo particular de Ac-Tg (RUF

etal, 1993),

HOSHIOKA et al. (1993) utilizaram peptideos sintéticos para elucidar possiveis
epitopos envolvidos na origem dos Ac-TGPO, sendo capazes de identificar
seqiidncias homdlogas de aminoscidos da Tg (residuos 2730-2743) ¢ TPO
{residuos 118-131) que compartithavam reatividade pars células T e eram
eficazes na indugBo de tiroidite experimental. No entanto, outros autores ndo
verificaram reconhecimento de peptideos recombinantes da Tge TPO através de
téemicas empregando tanto anticorpos  monoclonais quanto  policlonais
heterdlogos, eu auto-anticorpos anti-Tg ¢ anti-TPO (HENRY ot al., 1991).

Segunde RUF et al (1992) o reconhecimente cruzado nio implica
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obrigatoriamente na semethanca epitdpica, mas poderia representar a existéneia
de auto-anticorpos capazes de se ligar 4 Tg e TPO por sitios diferentes da porcio

variavel da mesma imunoglobuling |

O significado clinico dos Ac-TGPO ainda permanece obscuro. Recentemente,
RUF et al. {1994) relataram que tais anticorpos estio presentes na maior parte
dos pacientes com tiroidite de Hashimoto e apenas em poucos com doenga de
Basedow-Graves, carcinoma de tirdide e mixedema primério, Em individuos
sadios e com outras doengas auto-imunes como diabetes mellirus insulino-
dependente ¢ artrite reumatbide nio foi possivel identifica-los, apesar de alguns
SOTos apresentarem niveis detectdvels de Ac-Tg ¢ Ac-TPO. A reposiglo de Lo
tiroxina nos pacientes com hipotiroidismo auto-imune resulton na redugio dos
niveis de Ac-TGPO, mesmo quando os valores de Ac-Tg permaneceram
estavels, indicando provével significado fisiopatoldgico para este auto-

anticorpos.

Embora muitos estudos visando determinar a2 estrutura da tiroglobuling humana
¢ suas relagdes com o sistema imunolégico tenham sido realizados, referfncias &
reatividade de peptideos derivados da acdo de endoproteases tiroidianas, ¢
portanto presentes in vivo, sSo escassos na literatura. A andlise das
caracteristicas imunoginicas destes peptideos em situagbes de doengas auto-

imunes ¢ niio auto-imunes pode colaborar para a compreensdo da origem e papel
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do anticorpos antitirogiobuling na doenga tiroidiana auto-imune e modelos de

tiroidite experimental.
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3. OBJETIVOS

1. Obtenclio e caracterizacio de extratos tiroidianos brutos porcino e

humano.,

2. Fracionamento destes extratos através de cromatografia por exclusfo de
pesos moleculares (Sephadex G-100 e G-200) visando purificar

tiroglobulinas humana e porcina.

3. Caracterizagdo eletroforética e imunolégica da tiroglobulina humana.

4. Tripsimizagdo limitada das tiroglobulinas humana e porcina ¢

caracterizacio dos fragmentos obtidos.

5. Comparagdo do reconhecimento dos peptideos derivados da tripsinizacdo
limitada da tiroglobulina humana por auto-anticorpos antitiroglobulina
presentes no soro de pacientes portadores de tiroidite de Hashimoto,

doenga de Basedow-Graves e tiroidite subaguda.
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4.1,

4.1.1

4.1.2

CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

CASUISTICA

Populacio de Referéncia
Individuos da regido de Campinas (SP), atendidos no Hospital das Chnicas da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),

Populacio de Estudo

Pacientes atendides e acompanhados no ambulatérie de doenga tiroidiana auto-
imune do Servigo de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da
UNICAMP, com diagndstico de doenga de Basedow-Graves {18 casos), tiroidite de
Hashimoto (I8 casos) ou tiroidite subaguda (10 casos). Todos os pacientes

estudados apresentavam niveis séricos de Ag-Tg acima de 100 Uliml.

a. Critérios de 1ncias#io

(s pacientes com DOENCA DE BASEDOW-GRAVES eram diagnosticados pelos
achados clinicos de tirotoxicose, bécio difuso e, ocastoanalmente, aspectos
infiltrativos como oftalmopatia, mixedema pré-tibial ¢ acropaquia. A confirmacéo
do quadro de hipertiroidismo primdrio era feita pelo aumento dos niveis séricos de
tiroxina fivre (T,L) o supressiio de hormonio tirotrdfico (TSH) avaliado por técnica
ultra-sensivel. A sugestiio de origem auto-imune (WOEBER, 1986} deveu-se a
elevaciio dos niveis de anticorpos antitiroperoxidase (A¢-TPO) ¢ antitirogloblina

{Ac-Tg},



O diagnéstico de TIROIDITE DE HASHIMOTO era baseado pas manifestagBes
clinicas de hipotiroidismo primario {confirmado pela elevagiio dos niveis séricos de
TSH e diminuidos de T,L), cuja origem auto-imune era sugerida pela presenca de

valores acima do normal de auto-anticorpos antitiroidianos (VOLPE, 1991 ).

Consideramos como portadores de TIROIDITE SUBAGUDA pacientes que
referitam gueixas de dor em regido cervical anterior, de inicio recente {menos de
trinta dias), com ou sem irradiagdo para ouvido e mandibula, de carter continuo,
fortemente acentuada pela palpagio, acompanhada de sinais gerais de astenia e
febre (temperatura axilar acima de 38° C) A paipacio demonstrava o
endurecimento do parénquima tiroidiano, sem evidéncias locais de supuragic. Eram
considerados importantes para o diagndstico os achados de elevacio da velocidade
de hemossedimentagiio, presenca de células mulinucleadas gigantes na citologia
aspirativa de tirdide e hipocaptagio difusa de 1™ ne estudo cintitogratico. Estes
critérios correspondem s caracteristicas classicamente descritas parg a firoidite
subaguda (CZERNIAK & STEIMBERG, 1957, LEBACQ et al,, 1976; VOLPE,

1979} que foram recentements confirmados em nosso meio (TAMBASCIA, 19923,

b, Uritérios de Exclusio
Eram excluidos do estudo pacientes com associagio de outras doengas auto-invunes,
degenerativas ¢ infecciosas, além de desnutricio, alcoolismo e deficiéncias

wnunologicas.
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4.1.3. Populacdo Controle

Utilizou-se como controles 5 soros de individuos sadios, cujos niveis de auto-

anticorpos antitiroidianos eram indetectaveis,
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4.2,

4.2.1

4.1.2.

4,23,

MATERIAL E METODOS

Dosagem de Horméuios Tiroidianos e TSH

As concentragles sdricas de tiroxina livre (T, L} eram determinadas por método
imunoenzimdtico fluorimétrico em kits comerciais (Baxter Diagnostics Inc,, EUA),
tendo como valores normais aqueles compreendidos entre 0,7 ¢ 1,5 ng/dl. Os niveis
de tirotrofina (TSH) eram avaliados por kits imunofluorimétricos ultra-sensiveis

{Baxter Diagnostics Inc., EUA} com valores normais entre 8,10 ¢ 9.0 mUIL,

Determinagfio dos Niveis Séricos de Auto-anticorpos Antitiroidianes
Os niveis séricos de auto-anticorpos Ac-Tg ¢ Ac-TPO eram determinados por
radiotmunoensaio {Serono Diagnostics, FUA) considerando-se anormais os valores

acima de 100 Uliml.

Obtenclio de Tecido Tirgidiano

Para padronizagde do procedimento experimental eram utilizados tecidos
tirvidianos porcino obtide em abatedouro local. Esta opciio deveu-se & ampla
utilizagdo da tirdide suina como modelo experimental (SMITH & HALL, 1974;
DAWES et al,, 1977, HUMFHRIES, et al,, 1981; HARDISTY et al, 1983) e pela

mator facilidade de obtengio de amostras teciduais,
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4.2.4

Tecido tiroidiano humano normal era obtido a partir de pega cirfirgica proveniente

de laringectomia associada a tiroidectomia por neoplasia de laringe,

Imediatamente apos 2 retirada, as glandulas eram lavadas em tampdo fosfate pH 73

{(PBS}a4°C no qual eram transportadas para o laboratdrio.

Preparaciio do Extrato Antigénico Bruto de Tirdide {EBT)

As glandulas eram dissecadas cuidadosamente para retirada de tecido conjuntivo ¢
cortadas em fragmentos de aproximadamente Smm de aresta que eram novamente
lavados em PBS. O material era homogenizado em blender juntamente com PBS
(trés vezes o volume de tecido) até a obtenciio de solugdio homogénea que era
filirada em camada dupla de gaze estéril. Apés centrifugagdo do homogenato a
2060 x g (20 minutos), o sobrenadante era dislisado contra PBS durante 24 horas

{2000 mi). Todos os procedimentos eram realizados a 4° €,

Os extratos antigénicos brutos de tiréide humana e porcina eram entfio estocados a
-80° C ai¢ a utilizagho, exceto pequenas aliquotas das guais dosava-se o contetdo

pProteico.



4.2.5.

4.2.6.

Inibidores de Proteases
Soluglo inibidora de proteases (NaCl IM, Tris-HCI 50 mM, Phenyl-methyl-
sulphony! fluoride- Sigma P-7626, EDTA 20 mM, acido épsilon amino caproico

30 mM, pH 7.5) era adicionada a todos os extraios antigénicos tiroidianos.

Fracionamente Cromatogréifico dos Extratos Tiroidianes

a} Filtracio em Coluna de Gel de Sephadex G-100

Este procedimento era realizado em coluna cromatografica de 114 mi (1,84 cm” de
secgio X 62 om de altura) contendo gel de Sephadex (G-100 (Pharmacia Fine
Chemicals, Suéeia) equilibrado com solugio de NaCl 0,15 M, com fluxo de eluiglo

de 18 mi/hora. O volume de exclusiio da coluna era calculado utilizando-se o Biue

Dextran 2.000 como marcador (Sigma Chemical Company, EUA).

biFiltracio em Coluna de Gel de Sephadex G-268

Este procedimento era realizado em coluna cromatografica de 150,45 ml (1,77em?
de secefio X BS om de altura) contendo gel de Sephadex G-200 (Pharmacia Fine
Chemicals, Suécia) equilibrado com solugiio de NaCl 0,15 M, com fluxe de eluicio
de Y ml/hora, O volume de exclus@io da coluna era calculado utilizando-se o Blue

Dextran 2.000 ¢omo marcador (Sigma Chemical Company, EUA).
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4.2.7.

418

¢} Coleta das Fragbes Cromatograficas

As fraghes cromatogréficas eluidas eram monitorizadas por absorbanciometria
{Single Path UV Monitor, Pharmacia, Suécia), registradas graficamente e recothidas
por coletor automatico (Pracsil-100, Incibras). Asg leituras espectrofotométricas
foram realizadas a 280 wm e as fracBes reunidas em pools conforme o perfil de
etulgdo cromatografico. Estes foram  concentrades utilizando-se umdades de
ultrafiltragio imersiveis {CX-30™ ¢ CX-10™: Millipore Corporation, EUA). As

amostras foram conservadas a -20° C até a utilizagio.

Dosagem de lImunoglobulinas nos Extratos Tiroidianos e Fraches
Cromatogrdficas

Com o objetivo de excluir a presenca de 1gG nos extratos tiroidianos ¢ fracles
cromatograficas os materiais eram submetidos a dosagem desta imunoglobulina por

nefelometria automatizada {Array Protein System, Beckman, BUA} e imunodifusio

racdial.

Eletroforese Analitica em Gel de Poliacrilamida - SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida era realizada em placa vertical de acordo
com o método de LAEMMLI (1970) modificado por SAUAIA ¢ LAICINE {1977} ¢
com adaptages do Laboratério de Imunologia Clinica e Alergia. As amostras de

material a serem aplicadas eram aquecidas em 4gua fervente por 1 minuto em
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presenca de duodecil-sulfato de sodio (SDS) a 2% em tamplo Tris-HC1 0,0625 M
pH 638, glicerol 10% ¢ azul de bromofenol  0.001%, sendo adicionado 2-
mercaptoetanol a 10% quande se desejava a redugdo proteica. Eram aplicados 5

ug de material proteico por pogo para a andlise tintorial ¢ 15 ug nas corridas

destinadas a eletroforese de transferéneia.

As dimensdes dos géis eram 70 om X 835 em X 0.75mm, concentracdes de 7 a
15% (conforme a amostra estudada) para o gel de separagio ¢ de 5% para o de
emipithamento. A eletroforese era realizada sob corrente continua (30 mA), com
voltagem inicial de aproximadamente 40 V e final de 150 V e a migragiio proteica
mterrompida quando o corante azul de bromofenol estava a 1om da borda inferior

do gel de separaciio, ou seja, cerca de 1 hora apds o inicio do procedimento.

Apbs a cornda, os géis destinados a andlise tintorial do material eram corados em
solugiio de Coomassie Blue 0,2% diluido em acido acético glacial 10%, metano}
43% e agua destilada gsp. sendo o excesso de corante refirado com solugio de
metanol 45%, acido acético glacial 10% agua destilada gsp. Alternativamente,
quando se dessjava mator sensibilidade pa detecclio de bandas proteicas, utilizava-

s¢ & coloraclo pelo metodo da prata (MORRISSEY, 1981)
Os géis  destinados a eletroforese de wransferéneia eram lavados em tampio Trig

20mM, Glicina 150mM, Metanol 20%, pH 8,3 por 15 minutos com o objetivo de

retivar 0 excesso de SDS,
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4.2.9,

Os pesos moleculares das proteinas separadas eletroforeticamente eram calculados
por comparagdo com solugdo padrio contendo miosina de misculo de coalho de
205 kDa, B-galactosidase de Escherichia coli de 116 kDa, fosforilase de misculo de
coetho de 974 kDa, albumina bovina de 66 kDa, ovoalbumina de 45 kDa e anidrase
carbbnica de eritrdcitos bovinos de 29 kDa (MW-5D38-200, Sigma Chemical

Company, BUA)

Eletroforese de Transferéneia Seguida de Immunobloting

O material proveniente da eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS era
transferido eletroforeticamente (90 minutos a 4° C, 150 mAmp/gel) para papel de
nitrocelulose (Trans-Blot Transfer Medium, 0,45 micron, Bio-Rad, EUA) com
dimensdes idénticas aquelas do gel de separaclio, conforme téenica de TOWRBIN et
al. (1979} modificada por BURNETTE (1981) e com adaptagSes do Laboratério de
fmunologia Clinica e Alergia - UNICAMP. O tampiio de eletroforese ds
transferéncia era composto de Tris 20 mM, Glicina 150 mM e metanol 2(%,

pH 8.3,

Apbs a transferéneia, os sitios adicionais de ligagio no papel eram bloqueados por
incubaglio do mesmo em selugdo contendo soro fetal bovine 3%, gelatina 0,3%
Tween 0,05%, (diluidos em PBS pH 7,3) durante 1 hora. Apés 3 lavagens de 10

minutos em PRS, as fitas de nitrocelulose eram incubadas por 3 horas com 0s S0Oros



a serem testados na diluigdo 1/1000 (soro fetal bovino 1%, gelatina 0,1%, Tween
(.016%). O soros eram retirados, as fitas lavadas como anteriormente ¢ colocadasg
em comtato com  comjugado anti-lgG humana ligado 2 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 foram submersas em
solugdo de Diaminobenzidine (Sigma Chemical Co., 50 mg/ 100 mi de PBS) por 30
sunutos © o substrato revelado em presenca de H207 e solugfio de cloreto de
cobalte ¢ sulfato de niquel 1% (de BLAS & CHERWINSKI, 1983; ZOLINER,

1990). A reaghio era bloqueada pela adiclio de dgua deionizada.

4.2.14, Dot Blot
U procedimento de dot blor era realizado conforme descrito por LITTAUER et al,
(1986) com modificagSes desenvolvidas no Laboratério de Imunologia Clinica &
Alergia - UNICAMP. Em resumo, 5 ul (125 pg) da solugdio contendo o antigeno a
ser testado eram colocados diretamente sobre o papel de nitrocelulose. Apds
secarem, as fitas eram submetidas a metodologia semethante aquela descrita para

o immunoblofing.

4.2.11 Dosagem de Tiroglobutina Humana por Radisimunoensaio
A dosagem de tiroglobulina era realizada por radicimunoensaio de duplo anticorpo

utilizando o I'* como radiosétopo (Diagnostic Products Corporation, USA).
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4,2.12. Dosagem de Proteinas
A dosagem proteica dos extratos tiroidianos e fragbes cromatograficas era realizada
pelo de método LOWRY modificado (HARTREE, 1872}, utilizando soroalbumina
bovina como protefna de referdncia. Amostras da soluciie padriio de albumina (2,6
mg/ml} eram diluidas para | ml de 4gua, obtendo-se concentragdes finais que
vanavam entre 13 ¢ 117 ug/ml. Tais amostras eram tratadas com (.9 mi da solugdo
“A” {Tartarato de sédio e potdssio 2g, Carbonato de sadio 100g, NaOH IN 500 ml ¢
agua destilada gsp 1000 ml} e aguecidas em banho 3 56° C por 10 minutos, Apos
resfriamento & temperatura ambiente, os tubos recebiam 0,1 ml da solugiio “B”
{Tartarato de sédio e potdssio 2g, sulfato caprico 1g, NaOH IN 10 mi; dgua
destilada gsp 100 ml)} com a qual permaneciam reagindo por 10 minutos. Trds mld
da solugfio “C” (Folin-Ciocalteau 1/15 em 4gua destilada) eram entdio adicionados
vigorosamente, de maneira que o jato liguido de reagente forgasse uma mistura

rapida. Os tubos de ensaio eram novamente aquecidos 2 56° C por 10 minutos.
Ao atingirem a temperatura ambiente, as amostras eram lidas em espectofotdmetro
10 comprimento de onda de 630 nm. Os dados obtidos permitiam construir uma

curva de referfacia na qual eram determinadas as concentrages proteicas das

amosiras expersmentais que eram tratadas por procedimento idéntico.
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4.2.13.

4.2.14.

4.2.18

Tripsinizacio Limitada da Tiroglobulina

As amostras de tiroglobulina porcina e humana eram dialisadas contra tamp3o Tris-
Nal’l {Trs 50 mM, NaCl 130 mM, pH 8.4) e tinham suas concentragbes ajustadas
para Zmg/mi por diluigio no mesmo tampio. Eram entdo incubadas a 307 C, durante
60 minutos, com tripsina { Trypsin Type {if, Sigma Chemical Co., EUA) em razdes
enzima/substrato que variavam de L1000 a 1100 para padronizagic do
procedimento. Apds andlise inicial optou-se pela relagdo tripsina/tiroglobulina de
171000, A digestao triptica era bloqueada pela diluigio das aliquotas em tampfio de
amostra {Trns-HCL 0,0625 M pH 6,8, glicerol 10% | azul de bromofeno] 0,0601%) e
posterior fervura durante | minuto e 30 segundos na presenga de 2-mercapioetanol

10%.

Reagentes Utilizados

Todos os reagentes utilizados cuja procedéncia niio foi citada eram pro analise,

Processamento de Imagens

As figuras correspondentes as eletroforeses em gel de poliacrilamida - SDS, dor blot
& immunobloting evam obtidas através de scanner de mesa ou cilindrico com leitura
a laser, processadas em editor de imagem {Aldus PhotoStyler 2.0) e IMpressas a jato

de tinta com 300 x 600 d.p.i.{pontos por polegadas).
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4.2.16. Analise Estatistica

As freqiiéncias de positividade da reagfio de immunobloting de cada fragmento
triptico de tiroglobulina dos grupos estudados eram comparadas através do teste de
qui~quadrade (com corregio de Yates) ou, quando necessario, pelo “teste exato de
Fisher”, As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando s

probabilidade de sua ocorréncia casual era menor que 5% {p<0,05).
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3. RESULTADOS

31

52

Extrate Bruto Tircidiano

ApGs a dissecgho, homogeneizaclio, centrifugagbes e filtragio dos tecidos
tiroidhanos porcine e humano, obtivemos os Extratos Brutos de Tirdide (EBT) com
concentragdes proteicas de 7,36 mg/ml {exirato porcino) e 4,40 mg/m!i (extrato
humane). Ambos os materials mostraram-se complexos quando analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida, com bandas proteicas que variaram de cerca
de 300 kDa a cerca de 13 kDa. Os perfis eletroforéticos dos extratos humano e

porcing foram semethantes (Figura 3, pagina 38).

Fracionaments Cromategrafico dos Extratos Tiroidianos ¢ Anslise
por SDS - PAGE

821  Extrate Tiroidiano Porcino

5.2.1.1 Fracionamento Cromatogrifico

Com o objetivo de padronizagiio dos procedimentos experimentais, o EBT porcino
fot submetido s filtragio em coluna de Sephadex G-100. A andlise do perfil
cromatografico (Figura 4a, pagina 39) ewidenciou uma fraglio injcial mais
concentrada, cuja eluiglo correspondeu aquela do volume de exclusiio da coluna
{Fragdo “A”). Embora ndo tenhamos evidenciado outros picos t8o intensos, houve
eluiglo em plareau  das fragles intermedidrias (Fracfio “B™) ¢ em forma de pico

alargado nas porgdes finais {Fragio “C"),
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205 kDa

116 kDa
97 4 kDa

66 kDa

45 kDa
29 kDa

Figura 3. Analise eletroforetica em gel de poliacrilamida-SDS a 12% das preparagoes de extrato tiroidiano
bruto porcino (p) e humano (h) sob condi¢des desnaturantes e redutoras Pd padrio de pesos moleculares
(MW-SDS 200, Sigma). cujos valores estdo representados (kDa)
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Figura 4. a. Filtragdo em gel de Sephadex G-100 do Extrato Bruto Tiroidiano Porcino (EBTp). Foram

aplicados 2,5 ml da preparacio (18,4 mg de proteina) em coluna cromatografica (114 ml) com

fluxo de elui¢io de 18 ml/h e fragdes de 3 ml.
b. Procedimento analogo em gel de Sephadex G-200 e coluna cromatografica de 150,45 ml.

Aplicados 2 ml da preparagdo de EBTp (14,7 mg de proteina), sendo o fluxo de eluicio de

9 ml/h e as fragBes coletadas de 3ml.
vo: volume de exclusio da coluna.
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O perfil cromatografico em G-200 foi semelhante, sendo as fragdes obtidas

denominadas, analogamente, Fragdes “I”, “II” e “II” (Figura 4b, pagina 39).

5.2.1.2 Eletroforese em gel de Poliacrilamida -SDS
A analise eletroforética das fragdes obtidas em coluna de Sephadex G-100 (SDS-
PAGE a 8%) demonstrou a presenga de uma banda proteica isolada na Fragio “A”,
cujo peso molecular foi estimado como > 205 kDa, uma vez que a migragio da
mesma era menor que a da miosina de coelho (205 kDa) presente no padrio
utilizado. A fragdo “B” apresentou bandas proteicas que variaram de > 205 kDa a
peptideos de aproximadamente 30 kDa, enquanto a Fragdo “C” correspondeu
principalmente aos pesos moleculares entre 70 kDa e <29 kDa. A proteina isolada
na fragdo “A” esteve presente nas trés fragdes estudadas (Figura 5, pagina pagina

42)).

A fragdo “I” de G-200 foi também analisada em Gel a 14% no qual foi possivel

confirmar que esta era constituida exclusivamente pela proteina de peso molecular

superior a 205 kDa citada anteriormente..
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5.2.2 Extrato Tiroidiano Humano

5.2.2.1 Fracionamento Cromatografico

O perfil de eluigdo cromatografica do EBT humano em coluna de G-100 foi
semelhante aquele descrito para o extrato porcino, sendo as fragdes denominadas
analogamente Ay, By, e C,, (Figura 6a, pagina 43). O fracionamento deste extrato em
coluna de Sephadex G-200 permitiu melhor delimitacdo do pico inicial (Pico ;). O
restante da eluigdo foi semelhante ao observado em G-100, sendo as fragoes

denominadas II;, e 111, (Figura 6b, pagina 43).

5.2.2.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

3.3

Os picos iniciais observados em ambos os géis (A, e I;,) foram analisados por SDS-
PAGE no qual migraram como bandas proteicas Gnicas com peso molecular

estimado como >205 kDa (Figura 7, pagina 45).

Dosagem de Imunoglobulinas G (IgG) em Extratos Tiroidianos e Fracoes
Cromatograficas

As dosagens de IgG nos extratos tiroidianos humano e porcino, bem como em todas
as fragbes cromatograficas estudadas foram negativas, tanto pela nefelometria

quanto pela imundifuséo radial.
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Figura 5. Representagdo de eletroforese em gel de policrilamida-SDS a 8% sob condigdes desnaturantes das
preparagdes. extrato tiroidiano bruto porcino (EBTp) e fragdes “A”, “B” e “C” obtidas por seu fracionamento
em coluna de gel de Sephadex G-100 Pd padrao de pesos moleculares (MW-SDS 200, Sigma) cujos valores
estdo representados (kDa)
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Figura 6. a. Filtracdo em gel de Sephadex G-100 do Extrato Bruto Tiroidiano Humano (EBTh). Foram
aplicados 2,5ml da preparagdo (11 mg de proteina) em coluna cromatografica (114 ml) com
fluxo de elui¢do de 18 ml/h e fragdes de 3 ml
b. Procedimento analogo em gel de Sephadex G-200 e coluna cromatografica de 150,45 ml.
Aplicados 2ml da preparagéo de EBTh (8,8 mg de proteina), sendo o fluxo de eluigio de 9 ml/h
e as fragdes coletadas de 3ml.
vo: volume de exclusio da coluna.
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Reconhecimento da Fracio I, por Auto-antico rpos Antitiroglobulina

Com objetivo de confirmar a hipétese de que a Fragdo I, correspondia a
tiroglobulina humana, realizamos procedimentos de dor blot e immunobloting nos
quais a reatividade do material proteico desta fragdo frente a auto-anticorpos Ac-Tg
foi testada. O soro padrio positivo utilizado apresentava valores de Ac-Tg
correspondentes a 1480 Ul/ml e auséncia de Ac-TPO. Para excluir a possibilidade
da presenga de tiroperoxidase na amostra em questdio, testamos sua reatividade a
soro de paciente com tiroidite de Hashimoto positivo para Ac-TPO (3960 Ul/ml) e
negativo para Ac-Tg. Os soros controles ndo apresentaram positividade para

nenhum dos auto-anticorpos acima.

Os resultados obtidos com as técnicas de dor blot e immunobloting foram
semelhantes, demonstrando a reatividade exclusiva do Pico I;, a anticorpos Ac-Tg e
caracterizando esta proteina como a tiroglobulina humana. Observou-se também
que as amostras de tiroglobulina humana submetidas a redugdo ndo foram

reconhecidas por Ac-Tg (Figuras 8 e 9, pagina 48 e 49).

Dosagem de Tiroglobulina Humana no Pico I, por Radioimunoensaio
A dosagem de tiroglobulina na fragdo I, por radioimunoensaio confirmou a

presenga desta proteina em concentragdo de 4,9 mg/dl na amostra estudada.
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Figura 7. Analise eletroforetica em gel de poliacrilamida-SDS das fracoes Ay, e I, do extrato tiroidiano bruto
humano Gel a 12% corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 Pd padrio de pesos moleculares (MW-SDS
200, Sigma). cujos valores estdo representados (kDa)
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5.6

X

Tripsinizacdo Limitada da Tiroglobulina

Visando padronizar o procedimento, utilizamos razdes tripsina/tiroglobulina que
variaram de 1/1000 a 1/100. Os resultados destes ensaios caracterizaram a relacdo
de 1/1000 como a mais apropriada (Figura 10, pagina 50), sendo esta utilizada em
todos os experimentos posteriores. Nestas condigdes, a clivagem proteolitica da
tiroglobulina porcina resultou no surgimento de bandas com pesos moleculares que
variaram 29 kDa e >205 kDa. De modo analogo, a tiroglobulina humana
fragmentou-se em peptideos cujos pesos variaram de <29 kDa a >205 kDa (Tabela

II, pagina 51).

Reatividade de Auto-anticorpos Antitiroglobulina a Fragmentos Tripticos
de Tiroglobulina Humana

Os resultados das reagdes de immunobloring entre os fragmentos obtidos por
tripsinizagdo limitada da tiroglobulina humana e os soros de pacientes estdo
resumidos na Tabela III (pagina 52). Somente peptideos com peso molecular entre

45 kDa e 2 205 kDa foram reconhecidos pelos soros provenientes dos pacientes

estudados (figura 11, pagina 53).
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A analise da freqiiéncia de reatividade dos soros de pacientes com doenga de
Basedow-Graves e tiroidite de Hashimoto n3o demonstrou diferengas
estatisticamente significativas em relagdo a nenhum dos peptideos estudados,
permitindo reunir estes dados em um tnico grupo referente a doenga tiroidiana

auto-imune,

Os peptideos com peso molecular de 80 kDa, 185 kDa e >205 kDa, reagiram mais

freqiientemente com auto-anticorpos presentes nos soros de individuos com tiroidite
subaguda quando comparados ao grupo com doenga tiroidiana auto-imune (Tabela

IV, pagina 54).
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Figura 8. Representagao de dor blor da reagao do pico I, integro diluido em PBS (1; ) ou tampao de amostra
de SDS-PAGE (I, + T A ) e reduzido com 2-mercaptoetanol a 10% (I, red ).com soros contendo 1480 Ul/ml
de anticorpos antitiroglobulina (Ac-Tg) ou 3960 Ul/ml de anticorpos antitireoperoxidase  (Ac-TPO) O
controle negativo da reacdo foi realizado com soro sem niveis detectaveis de auto-anticorpos antitiroidianos
(N) Foram aplicados 125 ug de proteina diretamente sobre o papel de nitrocelulose utilizando-se o 3.3-
diaminobenzidine como substrato e H,O- como reveladora da reagao
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Figura 9. Representagio de wmmmunoblonng da reagdo do pico I, integro (I,) ou reduzido com
2-mercaptoetanol a 10% (I, red) com soro contendo 1480 Ul/ml de auto-anticorpos antitiroglobulina
(Ac-Tg) porem sem niveis detectaveis de anticorpos antitireoperoxidase O controle negativo da reagao foi feito
com soro cujos niveis de auto-anticorpos antiroidianos eram indetectaveis (N). Foi utilizado para separagao
eletroforetica gel a 8% seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose Os pesos moleculares de
referéncia estdo representados (kDa).
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Figura 10. Representagdo de analise eletroforetica em gel de poliacrilamida-SDS das preparagdes de
tiroglobulina porcina ndo reduzida (1) e apos tripsinizagao por 60 minutos a 30° C nas razdes enzima/substrato
de 1/500 (2) e 1/1000 (3) Procedimento analogo foi realizado com a tiroglobulina humana nas razoes
tripsina/tiroglobulina de 1/500 (4) e 1/1000 (5) Gel a 12% corado pelo metodo da prata Os padrdes de peso
molecular estdo representados ao lado em kDa
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Tabela II. Peptideos resultantes de tripsinizagdo limitada® das tiroglobulinas

porcina ¢ humana.

Tiroglobulina porcina

Tiroglobulina humana

>205 kDa
190 kDa
160 kDa
124 kDa
112 kDa
105 kDa
90 kDa
82 kDa

74 kDa
64 kDa
52 kDa
44 kDa
38 kDa
33 kDa
30 kDa
29 kDa

>205 kDa

185 kDa
170 kDa
160 kDa
145 kDa
130 kDa
115 kDa
110 kDa
100 kDa

90 kDa

80 kDa

75 kDa
70 kDa
66 kDa
60 kDa
56 kDa
50 kDa
45 kDa
38 kDa
31 kDa
29 kDa
<29 kDa

* Procedimento utilizando razio tripsina/tiroglobulina de 1/1000 por 60 minutos a 30° C
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Tabela II. Frequéncias absolutas e relativas da reatividade de auto-anticorpos
antitiroglobulina a fragmentos tripticos de tiroglobulina humana em pacientes
com doenga de Basedow-Graves, tiroidite de Hashimoto e tiroidite subaguda.

Fragmentos Doencga de Tiroidite de Tiroidite
(kDa) Basedow-Graves Hashimoto Subaguda
>205 6/18 (33,3%) 11/18 (61%) 9/10 (90%)

185 8/18 (44,4%) 4/18 (22.2%) 8/10 (80%)
170 2/18 (11,1%) 2/18 (11,1) 0/10 (0%)
160 4/18 (22,2%) 0/18 (0%) 4/10 (40%)
145 11/18 (61%) 7/18 (38,8%) 6/10 (60%)
130 4/18 (22,2%) 7/18 (38,8%) 2/10 (20%)
115 5/18 (27,7%) 7/18 (38,8%) 3/10 (30%)
110 9/18 (50%) 7/18 (38,8%) 7/10 (70%)
100 6/18 (33,3%) 3/18 (16,7%) 6/10 (60%)
90 7/18 (38,8%) 10/18 (55,5%) 5/10 (50%)
80 3/18 (16,7%) 6/18 (33,3%) 7/10 (70%)
75 4/18 (22,2%) 4/18 (22,2%) 5/10 (50%)
70 5/18 (27,7%) 518 (27,7%) 0/10 (0%)
66 3/18 (16,7%) 7/18 (38,8%) 1/10 (10%)
60 9/18 (50%) 4/18 (22,2%) 4/10 (40%)
56 6/18 (33,3%) 5/18 (27,7%) 1/10 (10%)
50 0/18 (0%) 2/18 (11,1%) 1/10 (10%)
45 2/18 (11,1%) 3/18 (16,7%) 0/10 (0%)
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Figura 11. Representagdo de immunobloting da reagdo entre os peptideos derivados da tripsinizagao limitada
da tiroglobulina humana e soros de pacientes com tiroidite de Hashimoto (H), doenga de Basedow-Graves (G)
e tiroidite subaguda (TSA) contendo auto-anticorpos antitiroglobulina. O controle negativo da reagéo foi feito
utilizando-se soro de individuo sadio com niveis indetectaveis de auto-anticorpos antitiroidianos. O gel de
poliacrilamida-SDS foi preparado a 12% e os padroes de peso molecular (MW-SDS 200, Sigma) estao
representados ao lado em kDa
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Tabela 1V. Freqiéncias absolutas e relativas de reconhecimento dos peptideos

de 80 kDa, 185 kDa e = 205 kDa por auto-anticorpos antitiroglobulina na
doenga tiroidiana auto-imune e tiroidite subaguda.

Fragmentos Doenca Tiroidiana Tiroidite Subaguda
{kDa) Auto-imune
=205 17/36 (47,0%) 9/10 (90,0%)"
185 12736 (33,3%) 8/10 (80,0%)°
80 9/36 (25,0%) 7/10 (70,0%)"

"p<0,05
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DISCUSSAQO

Erbora a tiroglobulina venha sendo estudada ha varias décadas, somente a partir da
descrigBo de sua estrutura primaria por MALTHIERY & LISSITSKY (1987) houve
possibilidade de avangos na compreensfio de aspecios relacionados a sun
conformagio espacial & comportamento como auto-antigeno. O tamanho elevado de
scu mondmero (2748 aminoacidos) dificulta 3 produglo de tiroglobulina
recombinante, fazendo com que estudos referentes & molécula integra sejam
realizados com matenal proteico obtido de tirdides de humanos & animais. Neste
contexto, varias abordagens experimentais tém sido utilizadas para purificagiio
desta proteina, como precipitagio com sulfato de amdnia ou 4cido ortofosférico
{GRUFFAT, et al, 1992; LEMANSKY & HERZOG, 1992) ¢ fracionamento

cromatografico (CHAN et al,, 1987).

Neste trabalho optamos pela purificaglo da tiroglobulina porcina ¢ humana através
de fracionamento em colunas de gel de Sephadex, uma vez que tal procedimento
exclui o risco de modificacfes estruturais decorrentes da exposiciio da proteina a
niveis de pH fora do limite fisiolégico (EDELCOCH, 1960). Com esta metodologia
fot possivel obter duas proteinas andlogas a partir dos extratos tiroidianos brutos
humano ¢ porcino que migraram de forma isolada em gel de poliacrilamida-SDS
(fragBes I e 1) e apresentavam peso molecular acima de 205 kDa. A presenca de

peptidens de peso molecular baixo nestes materiais foi excluida pela andlise



eletroforética em gel de poliserilamida-SDS a 14%, demonstrando a eficicia do

procedimento,

Embora as caracteristicas eletroforéticas observadas fossem semelhantes aquelas
descritas para a tiroglobulina (GENTILE et al, 1992), realizamos vérios
experimentos objetivando confinnar 2 hipdtese de que a fraglio I, correspondia a
esta proteing. Desta forma, foi possivel verificar seu reconhecimento por auto-
anticorpos antitiroglobulina de pacientes com doenga tiroidiana auto-imune tanto
por técnica de dot blor quanto pelo immumobloting. Deve-se ressaltar que soros
copfendo Ac-TPO na auséneia de Ac-Tg nfHo reconheceram a fraglo |,
comportamento semethante ao dos controles provenientes de individuos sadios,
cujos nivels de auto-anticorpos antitircidianos eram indetectaveis. Estes dados
foram cenfirmados pela dosagem de tivoglobulina humana através de
raciotmunoensaio de duplo anticorpo, caracterizande definitivamente a fragio T,

comao tiroglobulina humana.

A sintese hormonal tirotdiana inclut a captagiio da tiroglobulina iodada presente no
Iiimen folicular ¢ sua clivagem por endoproteases, levando & liberagBo de residuos
de tiroxana (1) e trinodotironina (T3) dos endossomas tardios (ROUSSET, 1991).
Hste processo parece ocorrer de forma controlada, havendo a participagio de vérias
enzimas, algumas das guais ja bem descritas como as catepsinas B, D, He L. A

alividade proteclitica conjunta destas enzimas permite a liberagdo hormonal,



podendo resultar na produgio de fragmentos proteicos com peso  molecular

intermedidrio € que conservem caracteristicas antigénicas.

GENTILE & SALVATORE (1993) utilizaram a técnica de protedlise limitada, com
razfies enzima/substrato baixas e por periodos varidveis de tempo. Assim sendo,
consegwiram determinar os sitios preferenciais de clivagem para a termolisina e
tripsina, seqiienciande os fragmentos obtidos e localizando-os na estrutura primaria
da tiroglobulina de ratos, bovinos ¢ humanos. A comparagfio dos sitios de agdo
triptica com aqueles envolvidos na protedlise por catepsinas, descritos por DUNN et
al. {1991ab), revela que essas enzimas atuam sempre em regides semefhantes da

molécula, provavelmente expostas na superficie.

Yisando padronizar os procedimentos experimentais optamos pelo tratamento
enzimatico da tiroglobulina porcina, uma vez que tirdides de porco sio utilizadas
classicamente como modelo experimental (SMITH & HALL, 1974; DAWES et al.,
1977, HUMPHRIES, et al,, 1981; HARDISTY et al, 1983). Apos varios ensaios de
inpsinizaglio, decidimos realizar a protedlise limitada da tiroglobulina na razfio
enzima/substrato de 1/1000 por 60 minutos a 30° C, uma vez que, nestas condicdes,

obtivemos peptideos com pesos moleculares baixos, intermedidrios e elevados.

Os fragmentos obtidos pela tripsinizaglio das tiroglobulinas humana ¢ porcina
apresentaram pesos moleculares vaniando entre = 205 kDa ¢ € 29 kDa, distribuindo-

s¢ de forma analoga nos pesos intermedidrios. Nossos achados sdio compardveis



aqueles descritos por GENTILE & SALVATORE (1993) que obtiveram peptideos
de tiroglobuling humana de 265 kDa, 230 kDa, 145 kDa, 105 kDa, 80 kDa, 56 kDa
¢ 29 kDa. No entanto, em nossas condigfes experimentais, além destes fragmentos
observamos o aparecimento de outros com pesos moleculares proximos. Tal fato
poderia ser resultante das diferengas entre as preparagdes de tripsina utilizadas, uma
VeZ que, ¢m nosso caso, fal enzima apresentava at.ividade residual  de

quimiolripsing.

Virios autores €m publicado dados referentes & antigenicidade de fragmentos de
tiroglobulina. No entanto, estes estudos geraimente abordam pequenos peptideos
sintéticos ou resultantes de protedlise com razdes enzima/substrato elevadas e por
periodos de até 4 horas (SALAMEROC et al, 1987). Este tipo de abordagem
experimental permite caracterizar pequenas seqgiiéneias de aminodcidos, mas nio
constdera o papel anfigénco de fragmentos de tiroglobulina que possam resultar, in

vivo, da atividade de endoproteases.

A avahaglo da reatividade de auto-anticorpos antitiroglobulina aos peptideos
obtidos por tripsinizacdo limitada pedera trazer subsidios para a compreensiio dos
sventos que desencadelam a produclio destes anticorpos nas vérias situaciies
patoldgicas em que sio detectados. Os resultados das reacles de immumobloting
descritas neste trabalho sugerem que os Ac-Tg reconhecam varios sitiog antigénicos
distribuidos ao longo da moléculs, uma vez que a reatividade se deu a todos os

fragmentos maitores que 45 kDa. A incapacidade em detectar antigenos com pesos
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abaixo deste limite poderia estar relacionada 3 desestruturagfio espacial destes
peptideos, conforme publicagio de DONG et al, {1988) sugerindo que grande parte
dos epitopos envolvidos na resposta humoral 2 tiroglobulina  sejam

conformacionais,

A anélise estatistica das fregiiénelas de reconhecimento de cada fragmento triptico
na doenga de Graves ¢ tiroidite de Hashimoto nfio revelou diferencas significativas,
Este resultado esté em conformidade com a visio atual da literatura, na gual estas
situagdes representam manifestagdes diferentes da entidade nosologica descrita
como doenga tiroidiana auto-imune (WEETMAN, 1991), Portanto, foi possivel
reunir os resultados referentes a estas duas doengas em um Gnico Zrupo € compara-

lo aquele formado por soros de pacientes com tiroidite subaguda.

Os soros de pacientes com tiroidite subaguda, quando comparados aqueles
provenientes de pacientes com doenga tiroidiana auto-imune, reconheceram mais
freqiientemente os peptideos de 80 kDa, 185 kDa ¢ = 205 kDa. Os demais peptideos

reagiram com freqiéncias semelhantes em ambas as situacbes.

A aglo enzimdtica da tripsina ao nivel do residuo 522 da tiroglobulina resulta na
quebra do mondmero em peptideos de 80 kDa e 265kDa. Esta regifio, localizada
enire a quarta ¢ quinta area de homologia interna, ¢ susceptivel a4 aglio da
termolisina e catepsinas B e L, além de representar érea de fragmentacio

espontdnea da tiroglobulina (DUNN et al,, 1991; GENTILE et al,, 1992, GENTILE
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& SALVATORE, 1993). O fragmento de 80 kDa corresponde, portanto, aos 521
aminoaciodos da extremidade N-terminal, contém o sitio hormonogénico localizado
no residuo 5 e quatro das dez dress de homologia interna do tipo 1. Fstas
caracteristicas indicam um peptideo com estrutura rigida ¢ provavel manutengio
dos epitopos conformacionais, Por outro tado, a banda proteica maior que 205 kDa
pode representar, na realidade, o somatério de varios peptideos conforme descrito
por GENTILE & SALVATORE (1993) com pesos moleculares de 265 kDa e 230
kDa, além do mondmero integro. Fmbora o fragmento de 185 kDa ndo tenha sido
deserito por aquele autor, este provavelmente seja resultante da quebra dos

peptideos citados acima.

Estudos visando o mapeamento epitépico da tiroglobulina humana indicam a
existéncia de até 11 dreas antigénicas, a maior parte destas localizadas na regifio
central da molécula, mas também abrangendo as extremidades N e C-terminal
(MALTHIERY et al., 1991). HENRY et al. (1990; 1992) demonstraram que auto-
anticorpos antitiroglobuling obtidos de pacientes com doenca tircidiana autc-imune
estho relacionados a epftopos localizados na regiio central e C-terminal da
molécula, confirmando os achados de BOUANANI et al. {1992} que relataram
diferencas no padrfio de reconhecimento antigénico observado em individuos sadios
¢ portadores de patologias auto-imunes. No entanto, estes autores ndo relatam a

regifio reconhecida por anto-anticorpos de individuos normais.
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RUF et al. (1985) propuseram que o repertorio de Ac-Tg fosse semelhanie em
individuos normais, com doengas amto-imunes da tirdide e carcinoma tireidisno,
havendo apenas variagio na freqiéneia de envolvimento dos epitonos
correspondentes. Com base nestes relatos, propuseram que mecanismos diferentes
fossem responsaveis pela elevaclio dos titulos destes auto-anticorpos nas situagdes
descritas, Enguanto na doenca tiroidiana suto-imune os dados experimentais
sugerem distirbios relacionados 4 imunorregulagio, como redugiio de atividade T
supressora ¢ elevagio de T auxiliar {MORI et al., 1985, TAO et al., 198%), a
produglo de Ac-Tg no carcinoma envolveria liberagfio antigénica e ativaciio

policional.

A evoluglio da tiroidite subaguda inclui a destrui¢iio de foliculos tiroidianos com
liberaglio de grandes quantidades de tiroglobulina para a circulagiio { VOLPE, 1991 ).
Este fato ocorre na vigéncia de provavel infecgfio viral na qual indmeros
mecanisinos de defesa estariam envolvidos. Varios relatos associam infecgdes virais
a ativaglio policlonal, em geral através da agfio de superantigenos (MIETHKE et al.,
1995}, Desta forma, a presenga de tiroglobulina circulante poderia desencadear, em
associagdio a ativagdo policlonal, amplificagfio da produgfio de Ac-Tg, neste caso

dirigidos a regides da proteina que estejam expostas na superficie ¢ nio

necessariamente relacionados as regides imunodominantes,

(s dados obtidos afravés dos modelos de tirpidite experimental auto-imune indicam

que varios peptideos de tiroglobulina sBo eficazes na indugfio de Ac-Tg quando
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admunistrados em associacdo a ativadores policlonais como adjuvante de Freund ou
'iipﬁpoi.i_ssaﬁﬁrides, Estes peptideos, obtidos por clivagem proteolitica oy através de
stntese em laboratério, s#o normalmente localizados na porglo central ou C-
terminal  da  molécula  (CHRONOPOULOU & CARAYANNIOTIS, 1992;
HUTCHINGS et al,, 1992; TEXIER et al, 1992}, Informagdes referentes a modelos
de tiroidite experimental obtidos por administragfio de seqliéncias correspondentes &

regifio M-terminal ndo sfo comuns na literatara,

Portanto, 4 maior freqiéneia de reatividade dos soros de pacientes com tiroidite
subaguda ao peptideo de 80 kDa descrito neste trabalho ndo significa,
necessariamente, que este desempenhe papel patogénico no processo, Ao contrario,
08 anticorpos reativos a este peptideo poderiam representar epifendmeno, uma vez
gue a destruiclio dos foliculos tiroidianos e morte celular levam, provavelmente, 4
liberagio ndo s6 de tiroglobulina, mas de proteases endégenas ¢ peptideos derivados

de sua aglo.

Varios autores (IVY, 1961, TIKKANEN & LAMBERG, 1982; MARINONI &
MARINONI, 1984; GOZARIU et al, 1986) relatam episodios de tiroidite de
Hashimoto gue surgem apos surtos de tiroidite subaguda. O estudo do perfil de
eatividade de anticorpos Ac-Tg nestes pacientes, verificando a fregiiéncia de
reatividade aos diversos peptideos de tiroglobulina pode elucidar alguns dos

mecanismaos envolvidos nestes casos.
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A verificagBo da eficacia do peptideo de 80 kDa, ou seus fragmentos, na inducio de
tiroidite experimental auto-imune poders trazer subsidios para methor compreensiio
das diferengas existentes entre os sitios de ligagio dos auto-anticorpos
antitiroglobulina na doenga tiroidiana auto-imune e outros processos ndo auto-

LTIINes,

63



CONCLUSOES

A metedologia empregada para obtenclio dos exiratos tiroidianos brutos e seu
posterior fracionamento em colunas cromatograficas resultou na obtenclio de

protefnas com elevado grau de pureza, caracterizadas como tiroglobulinas porcing e

humana,

G ensaios de tripsinizagiio limitada da tiroglobulina em razdes enzima/substrato de
171000, por 60 mimutes a 30° C resultaram na obtengfo de fragmentos proteicos
semethantes aos descritos previamente por outros autores, embora tenham sido
observados outros peptideos com pesos moleculares proximos a estes. Tais
diferencas refletem, provavelmente, a presenca de atividade residual de

quimotripsina na prepara¢io enziméatica utilizada neste trabalho.

Os peptideos dertvados da tripsinizacfo limitada das tiroglobulinas humana e
porcina foram andlogos, com pesos moleculares variando entre cerca de 29 kDae >
205 kDa.O reconhecimento dos fragmentos tripticos de tiroglobulina humana por
anticorpos antitiroglobulina de pacientes com doenga de Basedow-Graves e tiroidite
de Hashimoto foi semethante do ponto de vista estatistico, reforgando a hipstese
atual da literatura, na qual tais doengas sfio descritas associadamente como doenga

tirpidiana auto-imune.

&4



Anticorpos antitiroglobulina de pacientes com tiroidite subaguda reagiram mais
freqlientermente com peptideos de 80 kDa, 185 kDa e > 205 kDa quando

comparados a anticorpos de individuos portadores de doenga tiroidiana auto-imune.

A comparagio de nossos resultados com os de outros autores sugere gque o peptideo
de 80 kDa, reconhecide mais fregilentemente pelos soros provenientes de
individuos com ftiroidite subaguda, corresponda & extremidade N-terminal da
tiroglobuling. Esta drea difere da regifio imunodominante da molécula, reconhecida
por auto-anticorpos na doenga tiroidiana auto-imune e localizada a nivel central e

C-terminal,
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SUMMARY

Thyroglobulin is synthesized by thyroid epithelial cells and is one of the
autoantigens involved in thyroid autoimmune disesses and the main one Involved in
thyrowditis in animal models. Many studies related to the immunogenicity of human
thyroglobulin have been published, including those describing its epitopic mapping

and the oligopeptides obtained by enzymatic proteolysis.

Thyroid hormone synthesis involves thyroglobulin capture from follicular fuwmen

and its processing by lysosomal proteases. Among these enzymes, cathepsins B, D,

H and L have been described. The concerned action of these endoproteases leads to

proteolysis in pre-determined sites. Recent papers describe the existence of
preferential sites of trypsin action, demonstrating that these areas are the same
involved in thyroglobulin lysis by endogenous proteases, Furthermore, the model of
himited trypsimization could be used to obtain peptides analogous to those produced

in vivo by thyroid proteases.

I this study we have purified porcine and human thyroglebutin from thyroid crude
extracts using molecudar weight exclusion chromatography. Human thyroglobulin
abtained by this method was used in timited proteolysis with trypsin, resulting in
peptides ranging from 29 kDa to > 205 kDa. The reaction of these peptides with

antithyroglobulin antibodies was analyzed by immunobloting.
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We observed that all the peptides were recognized equally by serum from patients
with Graves™ disease and Hashimoto’s thyroiditis. However, when patients with
thyroid autoimmune disease and with subacute thyroiditis were compared, it was
possible to verify that peptides with 80 kDa, 185 kDa and = 205 kDa were more

frequently recognized by serum from this second group.

Data from other researchers suggest that the peptide with 80 kDa could represent
the amino-terminal extremity of thyroglobulin, an area not frequently involved in

autoantibodies production in autoimmune thyroid diseases.

Uur findings suggest that, although antithyroglobulin autoantibodies recopnize all
the peptides obtained by limited {rypsinization of human thryroglobulin, the
frequencies of reaction with each fragment differ between autoimmune and non
auvtotmmune thyroid diseases. Further characterization of these peptides, with
special interest on that with 80 kDa may contribute to understand the relationships
among thyroid endoproteases, thyroglobulin peptides obtained in vive and humoral

response to thyroglobulin.
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