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LISTA DE ABREVIATURAS

cDNA DNA complementar

DMID Diabetes mellitus insulino-dependente
DNA Acido desoxirribonucteico
FAS-L Fas-ligante

HE Hematoxilina e eosina

TNF-o Fator de necrose tumoral-a
IFN-y Interferon gama

IL-10 Interleucina 10
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LICA Laboratorio de Imunologia Clinica

MHC || | Antigeno de classe Il do complexo

principal histocompatibilidade

NOD Non Obese Diabetic, linhagem de

camundongos diabéticos ndo obesos

PBS Solugao salina tamponada

PCR Reacéo em cadeia da polimerase

RNA | Acido ribonuciéico

RT-PCR Reag&o em cadeia da polimerase apds

transcricao reversa

SPF specific pathogen free, livre de patdgenos
especificos

Ts Triiodotironina

TCR Receptoresde célula T

Th Linfocito T auxiliar

™1 Linfécito T auxiliar com fendtipo 1 (resposta
Celular)



Th2 Linfécito T auxiliar com fendtipo 2

(resposta humoral)

TNF-¢ Fator de Necrose Tumoral alfa

UA Unidades arbitrarias de densidade Optica



RESUMO



Os camundongos NOD (non obese diabetic) representam modelo experimental
estabelecido para o estudo de diabefes melfiftus tipo 1, onde permitem o
acompanhamento detalhado da evolu¢do dos processos imunoldgicos que
antecedem a expressdo clinica da doenca. Entretanto, estes animais desenvolvem
outras manifestagbes auto-imunes como adenosialite, anemia hemolitica,

paratiroidite e tiroidite espontaneas.

Resuitados publicados a partir da década de 1990 demonstraram que os
camundongos NOD, quando submetidos a excesso de iodo apds periodo de baixa
oferta dietética deste elemento em associagdo com drogas antitiroidianas,
desenvolvem forma de tiroidite auto-imune simiiar a tiroidite de Hashimoto em
humanos. Este processo, dependente da oferta excessiva de iodo, € acompanhado
do aumento dos niveis séricos de auto-anticorpos antitiroidianos e se mantém
indefinidamente, ao confraric do que se observa nos modelos classicos de tiroidite

experimental induzida em outras linhagens.

Ha varias décadas, o iodo tem sido correlacionado com o aumento da expressao de
tiroidite de Hashimoto em regies com programa de suplementagdo deste mineral.
Paralelamente, resultados oriundos de diversos grupos de pesquisa apontam este
elemento como um possivel indutor de morte celular programada (apoptose), embora

0 mecanismo envolvido ainda esteja em discusséo.

Neste trabalho, submetemos camundongos NOD machos a sobrecarga de iodo (20
pg/animal/dia) apés tratamentoc com metimazole. A expressdo dos genes

responsaveis pela sintese de Fas, Fas-ligante, BCL-w, TNF-a, INFy, IL-2, IL-4, 1L-10



e IL-12 (cadeias p35 e p40), 24h apos a retirada do iodo & na 32% semana de vida foi
avaliada por abordagem semi-quantitativa. Adicionalmente, realizamos a observagéo
morfoldgica e marcagdo das subpopulagbes de linfécitos T envolvidas no infiltrado

linfo-plasmocitario.

Observamos que todos os animais submetidos a este protocolo apresentavam na 32°
semana de vida infiltrado inflamatorio englobando foliculos tiroidianos em
desestruturagcdo. Entretanto, a extensé@o do infiltrado variava entre os animais deste

grupo, sendo mais intenso em 2/5 dos animais estudados.

A avaliaggo semi-quantitativa da expresséo de RNA mensageiro de Fas-ligante,
BCL-w e TNF-o evidenciou aumento da sinalizagdo destes componentes de
apoptose nos animais submetidos a sobrecarga de iodo 24 horas apds a

administracao da Uitima dose.

A expressao de IL-12p40 e p35 foi detectada em todos os grupos experimentais e,
embora nao houvesse diferencas estatisticas, apresentou tendéncia a elevacdo nos
animais com 32 semanas. IFN-y estava presente de forma isolada em 2/5 dos
animais do grupo controle com 32 semanas e em 1/5 do grupo controle com
metimazole em 10 semanas. O produto do gene para IL-2 expressou-se em 3/5 dos
animais do grupc controle com 32 semanas. Por outro lado, ndo observamos
expressdo do RNA mensageiro para i{L-4, enquanto a presenca de IL-10 foi
constatada em baixa intensidade apenas em animais com 32 semanas. Estes dados,
tomados em conjunto, sugerem a predominancia de resposta com fenétipo Th1 nas

tirdides destes animais.



A andlise das respostas individuais dos camundongos NOD estudados evidencia
niveis distintos de resposta para sinalizagéo de Fas-L, BCL-w, TNF-« e IL-12 no
grupo de animais submetidos & sobrecarga de iodo e sacrificados apds 24 horas
(grupo MI44D). O mesmo padréo de resposta foi observado no grupo controle de 32

semanas (grupo C32) tardio em relacdo 2 expressao de IL-12.

Concluimos gque o iodeto de potassio, nas condigfes experimentais aqui utilizadas, é
capaz de promover a intensificacéo da tiroidite auto-imune nos camundongos NOD,
favorecendo o surgimento de processo inflamatorio que resulta em destruicdo
folicular. Este padrao, € precedido por aumento na sinalizacéo de Fas-L e BCL-we
tendéncia de elevagdo na expressdc de TNF-o. nos animais sacrificados
imediatamente apds a retirada do iodo. A IL-12, citocina caracteristica da resposta
Th1, esteve presente em todos 0s grupos experimentais, com tendéncia & elevacio
nos animais mais velhos que apresentam processo inflamatoério organizado. Nossos
resultados sugerem que os camundongos NOD de nossa coldnia tém dois padroes
de resposta a este modelo experimental, havendo maior sinalizacao da expressao de

componentes de apoptose (Fas-L, BCL-w e TNF-w) e iL-12 em alguns individuos.

Desta forma, estes padrdes permitirdo iniciar processo de detecgéo de subgrupe de
camundongos NOD capaz de responder a sobrecarga de jodo com apoptose e

desencadeamento de firoidite analoga a tiroidite de Hashimoto.
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ABSTRACT
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NOD (non obese diabetic) mice is an established experimental model for diabetes,
allowing detailed observation of immune processes that are developed before the
onset of clinical expression of the disease. However, these animals also present other
spontaneous autoimmune manifestations such as sialitis, hemolytic anemia,

parathyroiditis and thyroiditis.

Studies published during the last decade showed that NOD mice, when submitted to
jodine excess after a goitrogenic period induced by low iodine diet in association with
anti-thyroid drugs, develop autoimmune thyroiditis that resembles human
Hashimoto’s thyroiditis. This process is dependent on the excessive offer of iodine, is
accompanied by the rise of serum levels of anti-thyroid antibodies and is maintained
indefinitely, in contrary with what is observed in classic models of experimental

thyroiditis induced in other mice strains.

lodine has been correlated for many decades with the rise in prevalence of
Hashimoto’s thyroiditis in regions where its supplementation has been introduced. By
the other side, results presented by many research groups have pointed to this

element as a possible inducer of apoptosis.

In this study we have evaluated thyroid response in male NOD mice to iodine
overioad after treatment with methimazole during 6 weeks, focusing the expression of
Fas, Fas-ligand, BCL-w, TNF, y—IFN, IL-2, IL4, IL-10 and p35 and p40 chains of IL-
12 24h after iodine overload and at 32™ week of life. We have also observed the

subpopulations of T helper lymphocytes present in inflammatory infilirate.
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We have observed that all animals submitted to the protocol above have presented
organized inflammatory infiltrate in week 32 with thyroid follicles being destroyed.
Nevertheless, the extension of infiltrate varied among animals in this group, being

more intense in 2/5 animals.

Semi-quantitative analysis of expression of messenger RNA for Fas-ligand, BCL-w
and TNF have shown the rise in signalization in NOD mice that received iodine
overload (24 hours after), suggesting that this element is involved apoptosis

induction.

Expression of IL12p40 and 1.12p35 was detect in all experimental groups and,
although we have not observed statistical differences, this expression presented a
tendency of elevation in animals with 32 weeks of life. y-IFN was present in only 2/5 in
controls at 32™ week and 1/5 in controls receiving methimazole at 10" week. The
product of the gene for IL-2 was expressed in 3/5 animals in control group with 32
weeks. By the other side, messenger RNA for [L-4 was not observed in animals
studied herein, while IL-10 have been expressed with low intensity in animals with 32
weeks of life. These data suggest the predominance of Th1 response in these

animals.

Analysis of individual responses in NOD mice studied have evidenced distinct levels
of signalization for Fas-ligand, BCL-w, TNF and IL-12 in those submitted to iodine
overload and sacrificed after 24 hours (group Mi44D). The same paitern of response
was detected in control group with 32 weeks of life (group C32) in relation to the

expression of 1L-12.
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We suggest that potassium iodide, used in the conditions detailed above, can
intensify thyroiditis in NOD mice, favoring the inflammatory process that leads to
follicular destruction. This is preceded by the rise in expression of Fas-ligand and
BCL-w and probably by TNF. IL-12, a cytokine characteristic of Th1 response, was
present in all thyroid specimens studied, with tendency to elevation in oider animals,

that also present organized inflammatory infiltrate.

NOD mice in our colony have two different patterns of response in this experimental
model, with higher levels of signalization of apoptosis and IL-12 in some animals.
These results will allow the detection of this subgroup of NOD mice that can respond
more appropriately to iodine overload and are, probably, more prone to the

development of autoimmune thyroiditis.
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LINHAGEM DE CAMUNDONGOS NOD ( NON OBESE DIABETIC)

A linhagem de camundongos NOD (non-obese diabetic) foi desenvolvida no Japéo
(MAKINO ef al., 1980) e representa modelo experimental amplamente estudado de
diabetes mellitus tipo 1. No Brasil, a primeira colénia de camundongos NOD foi
introduzida e implantada na Universidade Estadual de Campinas em 1994 (PAVIN et
al., 1994) a partir de matrizes provenientes do Hospital Necker (Paris, INSERM U-

25).

As caracteristicas imunopatologicas do diabefes melfifus em camundongos NOD s3o
muito semelhantes aquelas observadas entre seres humanos, com
comprometimento progressivo das ithotas pancreaticas envolvendo especificamente
as células B (WONG ef al, 1999). A infiltracdo de células inflamatérias nas ilhotas
pancreaticas inicia-se com cerca de um més de vida, sendo esta fase considerada
como pré-diabética. Verifica-se ja no periodo pré-clinico a presencga de anticorpos
séricos anti-ilhota pancreatica e anti-insulina enddgena, além de alteragdes
metabdlicas como deterioracdo da fase rapida de secrecéo insulinica (TOCHINO,

1987).

Nestes animais, o quadro clinico de diabetes se estabelece entre a 16° e 24° semana
de vida, mais freqientemente nas fémeas. A prevaléncia da doen¢a varia nas
diversas colbnias, situando-se entre 5% e 90% nas fémeas e 0 e 50% nos machos. A
colonia NOD estabelecida no Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) tem
mantido, em condigbes germ free, prevaléncia de diabetes de 90% entre as fémeas e

16



até 20% entre os machos (dados atualizados por controle interno de expressao de

diabetes, LICA, 1999-2001).

CAMUNDONGOS NOD COMO MODELO DE TIROIDITE EXPERIMENTAL

Os camundongos NOD apresentam outras manifestacbes auto-imunes como
adenosialite (NOORCHASHM et a/., 1997), anemia hemolitica (BAXTER ef al., 1991),

paratiroidite (KRUG ef al., 1991) e tiroidite (BERNARD et a/., 1992a).

Apesar da relevancia deste modelo, estudos direcionados & tiroidite nos
camundongos NOD s&o pouco freqlentes na literatura. BERNARD, ERTUG,
MARGOLESE (1992) observaram prevaléncia de tiroidite espontanea acima de 70%,
guando avaliaram tir6ides de camundongos NOD de 10 a 180 dias. O
desenvolvimento de tiroidite mostrou-se menos grave em animais abaixo de 30 dias
de vida em comparagéo aqueles com mais de 180 dias. O grau de infiltragéo
tiroidiana por células inflamatdrias nao diferiu entre os grupos etdérios, ndo havendo
ainda diferengas entre grupos de animais com ou sem diabetes. Os mesmos autores
(BERNARD et al, 1992b) verificaram que 28% dos camundongos NOD
apresentavam anticorpos séricos reativos a antigenos de membrana tiroidiana
murina e 30% destes reagiam com preparagio antigénica de membrana tiroidiana

humana.

Em nosso meio, os camundongos NOD apresentam, com grande freqiiéncia,

linfocitos posicionados de modo esparso no espago interfolicular (ZOLLNER ef af,
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submitted). A prevaléncia de infiltrado inflamatorio organizado, levando a destruicéo
de foliculos, se acentua com a idade nestes animais, havendo elevacio significativa
a partir de 25 semanas de vida. Diferen¢as na prevaléncia entre machos e fémeas ou
relacdo estatistica com a presenca de diabetes ndo foram observadas (ZANTUT-
WITTMANN ef af, 1996). O comportamento da membrana basal folicular tiroidiana
nestes casos é caracterizado por interrupgio e destruicdo localizadas em areas de
fntima relagdo com o infiltrado inflamatério, provavelmente favorecendo a exposicéo
antigénica e podendo contribuir para o desenvolvimento da tiroidite (ZANTUT-

WITTMANN ef al., 1999).

Assim como ocorre com o diabetes meliitus, a tiroidite auto-imune em camundongos
NOD tem caracteristicas semelhantes aquela observada em humanos. A expressdo

de antigenos de classe Il do complexo principal de histocompatibilidade (MHC-I)

ocorre nesta linhagem, assim como em humanos, em conseqiéncia da presen¢a de
infiltrado inflamatério, n&o sendo observadas em controles da linhagem BALB/C
(MARGOLESE ef al., 1994). Algumas isoformas caracteristicas da regido variavel da
cadeia §3 dos receptores de célula T (TCR) s&o mais freqlientemente associadas com
a presenca de infilirados inflamatérios nas tirdides de camundongos NOD

(MATSUOKA et al., 1993 ; DAVIES, 1995).

Em 19985, Many et al publicaram resultados de tiroidite experimental em
camundongos NOD utilizando a estratégia de sobrecarga de iodo apés inducéo de
bocio por dieta pobre em iodo e doses baixas de propiltiouracil (MANY ef al., 1995).

Neste experimento, mantiveram dieta com elevado teor de iodo (10ug/dia),

18



observando, ao final de 96 dias, ftiroidite cujo padrdo se assemelhava ao
classicamente observado em humanos portadores de tiroidite de Hashimoto. Estes
autores consideraram o camundongo NOD como modelo de estudo da tircidite de
Hashimoto, uma vez que o padrao de infilirado inflamatdrio com caracteristicas
destrutivas se mantinha a longo prazo, contrapondo-se a tiroidite experimental obtida
em oufras linhagens que tem resolucdo espontanea apos cerca de 4 semanas

(MANY et al., 1996).

A pariir da caracterizacdo do camundongoc NOD como modelo relevante para o
estudo dos processos auto-imunes que levam a tiroidite, linhagens derivadas deste
animal foram desenvolvidas. A linhagem NOD H2™, obtida através de cruzamento
da linhagem NOD tradicional com camundongos B10.A(4R), apresenta tiroidite auto-
imune do forma espontanea, embora nao desenvolva diabetes mellitus (RASOOLY et
al., 1996). Camundongos NOD-H-2™ quando submetidos a ingestdo ad fibitum de
agua contendo iodo na concentragao de 0,05%, desenvolvem lesdes tiroidianas em
cerca de 100% dos animais (BRALEY-MULLEN ef al., 1899). Camundongos NOD H-
2" também apresentam lesdes tiroidianas semelhantes aquelas observadas na

tiroidite de Hashimoto em 19,6% dos casos (DAMOTTE et af,, 1997).

A modificacdo da prevaléncia de tiroidite espontanea resultante da fixagcido de
haplétipos especificos do complexo principal de histocompatibilidade sugere gue
estes genes desempenhem papel importante no controle da tiroidite em
camundongos NOD (DAMOTTE ef a/., 1997), como ja descrito para outras linhagens

murinas e seres humanos (TANEJA ef al., 1999).
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Portanto, os camundongos NOD e linhagens deles derivadas representam modelo de
estudo estabelecido para a tiroidite auto-imune (tircidite de Hashimoto) e, por

extensao, para as demais doengas auto-imunes orgdo especificas.

I0DO E TIROIDITE AUTO-IMUNE

O excesso de iodo era proposto, j& na década de 70, como capaz de contribuir para
o desenvolvimento de tiroidite de Hashimoto (WEAVER et al., 1976). Alguns autores
tém relatado modificagbes na prevaléncia de doengas tiroidianas auto-imunes
(tircidite de Hashimoto e doenca de Basedow-Graves) apds a suplementag&o deste
elemento em édreas deficientes (HEDINGER, 1981), embora estes fatos tenham sido
guestionados recentemente (MARWAHA ef a/., 2000). Aumento no nimero de casos
de tiroidite pds-parto, presumivelmente em decorréncia do inicio da suplementago

de iodo, foi descrita de modo isolado na literatura (BECH, 1989).

A administragdo de solucdo oleosa contendo iodo a pacientes eutiroidianos
portadores de bdcio em uma regido com suprimento normal deste elemento resultou
no surgimento de anticorpos anti-tiroglobulina e de evidéncias citologicas de infiltrado

linfo-plasmocitario em cerca de 75% dos individuos (PAPANASTASIOU ef al., 2000).

Os modelos de tircidite experimental tém sido classicamente baseados na
administrag&o de tiroglobulina intacta (STAFFORD et al., 2000) ou seus fragmentos
peptidicos (WAN ef al., 1998), associados ou ndo a adjuvantes. Em ambos casos, a

iodinacéo das tirosinas, seu acoplamento e eventual modificacdo da estrutura
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espacial da tiroglobulina t&m sido considerados fundamentais (CHAMPION et al.,

1987).

A exposicao crénica a ingestao elevada de iodo é capaz de aumentar a prevaléncia
de infiltrados inflamatdrios em tirdide de diversos modelos experimentais como o rato
BB/W (ALLEN et al., 1986), gatos (SCHUMM-DRAEGER ef al.,, 1996) e linhagem de
galinhas obesas (FOLEY, 1992), bem como nos camundongos NOD, conforme
exposto anteriormente. Dietas ricas em iodo $80 capazes de acentuar o processo de
tiroidite espontanea que ocorre no rato da linhagem Buffalo (COHEN & WEETMAN,

1988), mesmo na auséncia de deplecio prévia deste elemento.

APOPTOSE E 10DO

Programas de saude pulblica objetivando a suplementag@o de iodo em regides
carentes deste elemento tém sido realizados ha varias décadas, promovendo a
reducdo do volume tiroidiano (LINDBERG ef al, 1989). FreqUentemente, o preparo
de pacientes portadores de doenga de Basedow-Graves com indicacdo de
tratamento cirargico € feito pela administracéo de solugdo de Lugol que resulta em
involucdo do volume glandular e do fluxo sanguineo medido por ultrassonografia
dopller (RODIER et al., 1998). Solugdo oleosa contendo iodo, quando injetada em
individuos portadores de bdcio difuso atdxico, leva a reducdo do volume tiroidiano

apos 3 a 12 meses (PAPANASTASIOU ef al., 2000).
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Em 1986, MAHMOUD ef al. relataram que tirdides murinas, tornadas hiperplasicas
por propiltiouracil e dieta com baixo teor de iodo, apresentavam sinais de necrose e
inflamag&o a partir de 6 horas apods o estabelecimento de dieta com altos teores de
lodo, tonando-se méaximos apds 48 horas. Este efeito era bloqueado pela
manutengao do propiltiouracil, que impede a oxidagdo e organificacdo do iodo, nao
surgindo ainda quando a involugao do bdcio era feita por dieta com niveis moderados
de iodo ou mesmo pela reposicéo de triiodotironina (T3). Desta forma, sugeriram que

0 iodo, nestas condigGes, fosse diretamente toxico para tirdcitos.

O iodo tem sido associado a indugéo de apoptose em érgaos e tecidos nao
enddcrinos. Algumas preparacdes de contraste radiografico iodado foram capazes de
induzir, de modo dose e tempo-dependente, apoptose de endotélic vascular em
modelos experimentais in vitro (ZHANG ef al, 2000). A alga marinha wakame
(Undaria pinnatifida) tem sido avaliada in vivo e in vitro por sua capacidade de reduzir
tumores mamarios de ratos, onde é capaz de induzir apoptose das células malignas,
mesmo apds administracéio oral. Entre os mecanismos propostos para sua ag3o, a
grande concentragéo de iodo desta alga tem sido destacada (FUNAHASHI et af,

1999 ; FUNAHASH:! et a/., 2001).

Ratos mantidos sob dieta com niveis insuficientes de zinco ou selénio apresentam
alteragcdes intensas na arquitetura folicular tiroidiana, incluindo evidéncias
histologicas de apoptose. Estas alteragbes parecem sofrer influéncia do iodo, uma
vez que a deficiencia associada deste mineral, reduz significativamente o

comprometimento glandular (RUZ ef a/., 1999).
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Os achados acima s&o corroborados pela observacao de que excesso de iodo, na
forma de iodeto de potassio (13mg/kg/dia), € capaz de induzir apoptose em tirdcitos
de animais pré-tratados com propiltiouracil ou metimazole. A fragmentacao do DNA e
evidéncias morfolégicas e histoquimicas de apoptose sao observaveis apos 3 horas
da administracdo do iodeto de potassio e se acentuam até 12 horas (BURIKHANOV
et al., 2000). Os efeitos indutores de apoptose do iodeto de potassio sdo bloqueados
pela administragcdo de perclorato, enguanto outros compostos iodados, como
amiodarona e acido iopanédico, sdc menos eficazes na inducéo de apoptose.
Resultados comparaveis foram obtidos em experimento utilizando iodo ligado a

lecitina, uma formulacéo capaz de reduzir bocio (MATSUZAKI et al., 2000).

Os mecanismos intracelulares envolvidos na indugdo de apoptose pelo iodo nao
foram ainda definidos. A amiodarona, por exemplo, parece induzir apoptose em
tirocitos através da liberagdo de citocromo ¢ da mitocdndria de modo néo relacionado
ao iodo, por mecanismo independente de p53, BCL-xI ou Bax e néo relacionado a
geragao de radicais livres (DI MATOLA et al., 2000). Por outro lado, a linhagem TAD-
2 de células tiroidianas mantidas em cultura é sensivel a inducio de apoptose pelo
excesso de iodeto de potdssio, havendo fortes evidéncias de que o principal
mecanismo envolva a formacdo de radicais livres com ativacio intra-celular da

cascata de morte programada (VITALE ef al., 2000).

Evidéncias de que a apoptose induzida por iodo esteja relacionada ao sistema Fas-
Fas-ligante também existem. Neste contexto, TAMURA ef a/ (1998) publicaram

resultados que confirmam a existéncia de processo intenso de apoptose nas fases
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iniciais da involugado do bécio induzido por propiltiouracil @ demonstram o aumento

concomitante de tirécitos Fas-positivos na glandula.

As condigbes momentaneas da tirbide e a dose de iodo administrada parecem
influenciar eventual resposta apoptética. FELDKAMP ef al. (1999) cbservaram que o
TSH € capaz de inibir a apopfose induzida por iode e, presumivelmente, mediada por
Fas em cultura de tirdcitos. Por outro lado, embora doses elevadas de iodo levem a

morie celular, baixas concentracdes sdo capazes de inibi-la.

APOPTOSE E TIROIDITE AUTO-IMUNE

As primeiras observagbes de que a apoptose pudesse estar envolvida na
fisiopatologia da tiroidite auto-imune surgiram ao longo da decada de 1990 quando
se demonstrou que a quase totalidade dos tirécitos em foliculos englobados por
infiitrado  linfo-plasmocitario apresentava evidéncia histoquimica de apoptose
(KOTANI et al., 1995). Desde entao, tem-se tentado compreender as relagbes entre
apoptose, doenga tiroidiana auto-imune (tiroidite de Hashimoto e doenca de
Basedow-Graves) e mecanismos reguladores e efetores do sistema imunoldgico

(WILLIAMS, 1997).

A presencga de niveis detectaveis de anticorpos antitiroidianos ndo & manifestacdo
exclusiva de individuos doentes e nenhum mecanismo efetor de destruicio celular
fol, até o presente, caracterizado de modo inequivoco como responsavel pelo dano

tecidual. A citotoxicidade mediada por linfécitos T CD8" é vista como a principal

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL 24
SECAO CIRCULANTF



forma de destruicio tiroidiana e parece, pelo menos em parte, efetuar-se através de

apoptose induzida por estas celulas através do sistema Fas (ARSCOTT ef a/., 1998).

Iniciaimente, evidéncias sugeriam que o receptor Fas estivesse expresso apenas em
células tiroidianas cujas glandulas apresentassem tiroidopatia auto-imune, ndo se
observando sua presenca em tecidos originarios de glandulas normais ou com
doencas de origem ndo auto-imune (GIORDANQ ef al., 1997). Posteriormente, sua
expressao foi caracterizada como constitutiva, sugerindo-se que a presenca de Fas-

ligante fosse responsavel pela indugao de apoptose .

Persistem duvidas relativas a participagdo direta das células citotdxicas no processo
de inducao de apoptose na tiroidite auto-imune. Ha evidéncias de que isto ocorra em
decorréncia da expresséo de Fas-ligante no proprio tecido tiroidiano que seria capaz
de desencadear morte celular mediada pela ativagcdo Fas de modo fratricida,

associada a redugdo da expressao de BCL-2 (MITSIADES ef af., 1998).

Recentemente, GIORDANO ef a/. (2001) propuseram, a partir de andlise detalhada
da distribuicdo de expressdo das principais moléculas envolvidas no controle de
apoptose (Fas, Fas-ligante e BCL-2), que em tirbides de pacientes com doenga de
Basedow-Graves o processo de apoptose favorece a morte de linfocitos T citotoxicos
infiltrantes, possivelmente limitando sua capacidade de les3o tissular. Por outro lado,
nos casos de tiroidite de Hashimoto, a ampla expressao de Fas e Fas-ligante no
tecido tiroidiano e a maior presenca de BCL-2 nos linfécitos infiltrantes, sugerem que
a induca@o de apoptose no parénquima glandular seja desencadeada por linfocitos T

e, de modo fratricida, pelos tirdcitos vizinhos. Portanto, estes resultados ddo suporte
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a idéia de que as células foliculares tiroidianas tenham papel ativo na indugéo de
apoptose ao longo do desenvolvimento da tiroidite de Hashimoto (GIORDANO ef al.,

2001b).

IMUNORREGULAGCAO E TIROIDITE AUTO-MUNE

A resposta imune é coordenada por Iinfocitos T auxiliares (T helper, Th) cujo
comportamento parece diferir de acordo com o estimulo antigénico e condigbes do
micro-ambiente no qual se da tal resposta. Assim, os linfécitos Th s&o subdivididos
nos fendtipos de resposta Th1 (caracterizada pelo direcionamento 3 resposta
celular), Th2 (direcionada a resposta humoral} e Th3 (caracterizada pelo surgimento

de toleréncia e marcada pela expresséo de TGF-8).

Estes padrbes de resposta sao definidos pela expressao local de grupos de citocinas
especificos. Assim, a resposta Th1, predominante nos casos de doengas auto-
imunes que envolvem lesdo tecidual, € acompanhada pela elevagio local de
Interleucinas 2, 12 e Interferon-y enquanto no fendtipo Th2 observa-se o predominio

da expressio de Interleucinas 4 ¢ 10 (ROMAGNANI, 1998).

Deste modo, a resposta imunologica observada em pacientes com tiroidite de
Hashimoto é marcada pelo predominio de citocinas caracteristicas do fendtipo
resposta Th1 (DRUGARIN et al, 2000) assim como ocorre em modelos

experimentais de tiroidite auto-imune (BLUHER et a/., 1999a).
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Grande atencéo tem sido dada ao papel desempenhado pela interleucina-12 no
desenvolvimento de tiroidite experimental. Expresséo do RNA mensageiro para esta
citocina é detectada na tirdide de ratos BBMW previamente ao estabelecimento da
lesdo tiroidiana, aumentada na senilidade destes animais (ZIPRIS et al, 1996).
Linfocitos sensibilizados para tiroglobulina murina, guando tratados em cultura com
(L-12, sao capazes de amplificar a resposta granulomatosa em camundongos CBA/J,
sugerindo efeitos modulatdrios infensos desta citocina na tiroidite experimental
(BRALEY-MULLEN et al., 1998). Paralelamente, a administrag&o de IL-12 previne a
indugcdo de tolerancia pela tiroglobulina nesta linhagem, mesmo em animais que
apresentam knockout do gene de IFN-y (ZHANG et al, 2001). Esta citocina esta
elevada tanto localmente quanto perifericamente em pacientes com tiroidite de

Hashimoto e doenca de Basedow-Graves (AJJAN et af., 1997).

Os efeitos da 1L-12 parecem ser diferentes ao longo do estabelecimento da tiroidite
experimental auto-mune. A administragdo de anticorpo anti-IL-12 no inicio do
desenvolvimento da lesdo reduz significativamente a intensidade do processo e 0s
niveis de auto-anticorpos antitiroglobulina, embora intensifigue o processo quando

injetada apés o inicio do estabelecimento da lesdo (ZHANG et al,, 2001).

Tentativas de modulagio da evolucdo da tiroidite experimental tém sido baseadas
no bloqueio de expresséo (knockout) ou agéo (auto-anticorpos bloqueadores) de
citocinas pré Th1 ou na administracdo de interleucinas pré Th2 (MIGNON-
GODEFROY et al., 1995; TANG et al., 1998, ZHANG et al, 1998). Os resultados

obtidos neste tipo de experimento demonstram que o controle da resposta € maltiplo
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e, provavelmente, dependa doc somatorio de efeitos de varias citocinas que formam

um micro-ambiente propicio ou nao para tais eventos.
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OBJETIVOS
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. Verificar a capacidade do iodeto de potassio induzirfacelerar a tiroidite em

camundongos NOD pré-tratados com metimazole;

. Verificar as subpopulacbes de linfcitos T (CD4 e CD8) predominantemente

envolvidas nas lesdes tiroidianas estabelecidas;

. Verificar a expressdo RNA mensageiro de BCL-w em tirdides de

camundongos NOD;

. Semi-quantificar a expresséo de RNA mensageiro de Fas, Fas-ligante, TNF-
a e BCL-w em tirdides de animais NOD submetidos a sobrecarga de iodo apés

tratamento com metimazole ;

. Semi-quantificar a expressdo de RNA mensageiro de -2, IL-4, 1L-10, IL-
12p40 , IL-12p35 e INF-y em camundongos NOD submetidos 4 sobrecarga de

iodo apos tratamento com metimazole.
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MATERIAL E METODOS
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1. ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Os camundongos NOD utilizados eram provenientes da coldnia NOD-Uni, mantida
pelo Centro de Bioterismo da UNCAMP, em condicbes germ free até a quarta
semana de vida. Foram utilizados animais do sexo masculino que, a partir da 4°
semana de vida, eram colocados sob condicbes sanitarias livres de patégenos
conhecidos (sala SPF), com controle de luz e temperatura, recebendo ragio e agua
ad libitum. Cada grupo experimental era composto de 10 animais, sendo metade
destinada a avaliagdo morfologica e metade ao estudo da expressdo de RNA

mensageiro de citocinas e componentes de apoptose.

2. PROTOCOLO DE INDUGAO DE TIROIDITE E DEFINIGAO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Os camundongos NOD recebiam agua ad libitum contendo metimazole (Tapazol®,
Lilly) na concentraggo de 1mg/mi por seis semanas. Apds este periodo, a
administracdo de metimazole era descontinuada e os animais submetidos a
sobrecarga de iodo por via intra-peritoneal (20 ug/dia) durante 4 dias. Desta forma,

foi possivel estabelecer os grupos de estudo definidos abaixo:
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tirdides destinadas & avaliagdo morfolégica eram retiradas e imediatamente
embebidas em meio especifico para congelamento rapido (Tissue Tek O.C.T.

Compound, Miles, EUA) que era realizado em nitrogénio liquido.

Os tecidos destinados & andlise semi-quantitativa da expresséo de RNA mensageiro
eram manipulados com material estéril e colocados imediatamente em tubos
plasticos de 1,5 ml, livres de RNase e contendo solugéo de guanidina em volume
aproximadamente trés vezes superior ao do tecido. Estes tubos eram imediatamente

congelados em nitrogénio liquido e mantidos a —80°C até a extrag&o de RNA total

4. PROCESSAMENTO DAS TIROIDES PARA AVALIAGAO MORFOLOGICA

As tirdides destinadas a avaliacdo morfolégica e caracterizacdo de infiltrado
inflamatdrio eram submetidas a secgdo em criostato (LEICA, CM 1850, Alemanha),
sendo o bloco congelado posicionado de forma a obter cortes longitudinais. Séries de
cinco cortes consecutivos de 5um de espessura eram posicionados nas laminas
previamente silanizadas (y-methacryl-oxipropil-methoxysilane, Sigma, EUA). A
seguir, o 0rgéo era desbastado 20 pm, quando nova série de cortes era iniciada.
Este procedimento, esquematizado abaixo, era realizado até ¢ esgotamento do
material e permitia que laminas adjacentes representassem uma mesma regido do

orgao.
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As laminas 1, 6, 11 e 16 de cada uma das tirdides estudadas eram coradas por
hematoxilina e eosina, observadas em microscopio oplico (Zeiss Axioscope,
Alemanha), permitindo detectar a eventual presenga de infilirado linfo-plasmocitario
em toda a extensao da glandula analisada. Os cortes nos quais se evidenciava a
presenga de infiltrado inflamatdrio eram selecionados e as laminas imediatamente

antecedentes e subjacentes utilizadas para a caracterizagéo das subpopulagbes
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linfocitarias.

5. CARACTERIZAGAO DAS SUBPOPULAGOES LINFOCITARIAS NO
INFILTRADO TIROIDIANO

Objetivando caracterizar o infiltrado inflamatorio nos cortes tiroidianos previamente
selecionados, realizava-se sua fenotipagem para linfocitos expressando marcadores
CD3 (linfécitos T), CD4 (subpopulagdo T auxiliar) e CD8 (subpopulagdo T

citotoxica/supressora).

A técnica empregada era a de imunohistoquimica na qual o anticorpo secundario
acoplado a biotina, ao permitir a fixa¢do de varias moléculas de estreptoaviding-

peroxidase, ampilificava o sinal.

As laminas eram fixadas em acetona por 10 minutos, lavadas em solugdo salina
tamponada (PBS pH 7,3) e, em seguida, os cortes eram incubados durante 30
minutos em solucdo de HxO» (3%) com o objetivo de blogquear a atividade da
peroxidase endégena. Apos trés ciclos de lavagem em PBS, os corfes eram cobertos
com solugcao de blogueio contendo 2,5% albumina bovina fracdo V; (Gibco BRL, Life
Technologies, EUA); 2%; leite em pd desnatado e 8% soro fetal bovino (HyClone,

EUA), visando bloquear os sitios de ligagdo nao especifica.

O anticorpo primario (diluicdo de 1:100), era adicionado a cada corte em volume de
80 ul e incubado overnight, a 8.C, em camara Umida protegida contra luminosidade.

Eram utilizados nesta etapa os anticorpos anti-CD3 (sc 1129), anti-CD4 (sc 1140) e
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anti-CD8 (sc 1141) produzidos pela empresa Santa Cruz Biotechnology, EUA.

As laminas eram entao lavadas por seis vezes, durante 5 minutos, em solugdo salina
tamponada (PBS pH 7,3) e tratadas novamente com solugdo bloqueio durante 45
minutos. A seguir, 80ul da diluigdo 1:200 do anticorpo secundarioc bictinilado (sc-
2347, Santa Cruz Biotechnology, EUA), era adicionado e incubado por duas horas
nas mesmas condigbes anteriores. Seguia-se novo ciclo de lavagem em solucdo
salina tamponada (3 vezes, por 5 minutos) apds o qual 80 ul da solucdo de
amplificagdo eram depositados sobre os cortes por 30 minutos. Apds nova lavagem
em PBS (3 vezes por 5 minutos} os cortes eram cobertos com solucdo de
diaminobenzidine contendo 3% de H;0; sendo a reacdo acompanhada ao
microscépio optico e blogueada com agua destilada. Era realizada entdo a contra-
coloragdo com a hematoxilina de Harris, sendo os cortes desidratados em seqgiéncia
de alcoois e xilol para que se procedesse a montagem. A documentagdo era feita em

fotomicroscépio (Zeiss, Alemanha).

6. EXTRAGAO DE RNA TOTAL

As amostras de RNA total eram extraidas de tecido tiroidianc através do método de
Guanidina Tiocianato - Fenol Cloroformio (CHOMCZYNSKI et al, 1987) com

adaptacgdes realizadas no Laboratdrio de Imunologia Clinica — Unicamp.

O tecido era homogeneizado em solugdo de extragdo de RNA contendo 4M

guanidina tiocianato (Gibco BRL, Life Technologies, EUA), 01 M 2-
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mercaptoetanol, 25 mM citrato de sodio pH 7,0 e 0,5% sarcosyl (Sigma, EUA), pH

7,0.

Para a separacao das proteinas dos acidos nucleicos, adicionava-se volume igual de
solucdo Fenol:Cloroférmio:Alcool Iscamilico (25:24:1) e, a seguir, a mistura era
agitada vigorosamente formando emulsdo. A preparagdo era centrifugada por 5
minutos & temperatura ambiente a 10,000 x g, recuperando-se a fase aquosa
(superior). Repetia-se a extragdo com Fenol:Cloroférmio:Alcool Isoamilico até que

nédo houvesse proteinas na interfase.

O excesso de Fenol era extraido com Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1). O RNA na
fase aquosa era precipitado pela adigdo de 2 volumes de etanol absoluto e acetato
de sddio pH 5.2, na concentracdo final de 0,3M. Esta preparagéo era mantida a -

80.C overnight.

Posteriormente, 0 RNA era precipitado por centrifugacao a 10,000 x g durante 20
minutos a 4.C. Adicionava-se entdo 40ul de agua ultrapura preparada com dietit

pirocarbamato (DEPC, Sigma, EUA) ao precipitado que era armazenando a - 80.C.

7. ANALISE DO RNA TOTAL EXTRAIDO

A qualidade do RNA total extraido era analisada peila relagido de suas leituras em
espectrofotdmetro (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA) nos comprimentos de

onda de 260nm e 280nm. Eram consideradas adequadas amostras com relacéo
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entre16e 1.8

A quantificacdo do RNA total era feita através da formula: (densidade optica a

260nm/0.025) x diluicao de leitura/1000 = RNA (ug/ul).

8. SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

A sintese do cDNA era realizada a partir de 5ug de RNA total. Para a realizagéo do
PCR de transcricao reversa (RT-PCR), adicionava-se a amosfra 0,5yl de Oligo d(pt)
e agua ultrapura em quantidade suficiente para 31ul. Aqueciam-se os fubos com as

respectivas amostras em termocicladora (GeneAmp 9700, Perkin Ellmer, EUA) por

10 minutos a 865.C, resfriando-se para 4.C por 5 minutos.

Para permitir a ligagdo complementar dos primers ao RNA, adicionava-se 18ul de
solucdo de reacao {(10ul de tampéo Super RT, 2ul de dNTP mix 0,5mM, 5l de DTT
0,1M el de RNAsin) seguida de incubacgio por 2 minutos a 42.C. Apds adicido de
1Hl de enzima Super Transcriptase Reversa (500U), a reagdo processava-se em

termocicladora programada para as condi¢cdes abaixo:

1. 42.C por 50 minutos
2. 70.C por 15minutos
3. Resfriamento da amostra até 4.C.

Apds a ultima etapa as amostras, com volume de 50ul, eram armazenadas a -20.C

como DNA complementar (CDNA).
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9. AMPLIFICAGAO DE cDNA POR REAGAO DE POLIMERASE EM CADEIA (RT-PCR)

O procedimento padréo de PCR era realizado adicionando-se ao tubo de reago, 2ul
de amostra de cDNA, 100ng de primer &' sense, 100ng de primer 3' anti-sense, 45l
de solugéo de reac&o (Sul de tampéo Taqg polimerase, 2ul de INTP mix 0,5nM, 1,54l
de MgCI2 50mM e 36.5ul de agua ultra pura) e 20ul de dleo mineral. Em seguida os
tubos contendo as misturas de c¢DNA eram fransferidas para termocicladora

(GeneAmp 9700, Perkin Elimer, EUA) programada para as seguintes condigdes:

1. Desnaturacao a 94.C por 2 minutos

2.80.C por 5 minutos para aplicacdo de 1! da enzima Taq polimerase
3.Anelamento 58,C por 45 segundos

4 Extensao dos primers a 72.C por 90 segundos

5.Desnaturagdo da cadeia molde de DNA a 95.C por 45 segundos

6. Repeticio dos passos 3 a 5 por 40 ciclos

7. Extensao final 72.C por 10 minuios

8. Temperatura de espera 4.C

Os produtos de PCR eram armazenados a -20.C.

Os primers utilizados, obedecendo a estratégia sense e anfi-sense, estio
descritos na Tabela 1.
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Tabela §. Descricéo dos primers utilizados para amplificacéo de cDNA por reacdo de
polimerase em cadeia (RT-PCR).

Primer Sense Ant-Sense
Ciclofilina 5 GAC AGC AGA AAACTTTCG TGC 3 5 GGT TCT GACTCACCGACC T 2
-2 5  GTCT CTCG TCAC TGAC GCAC AGAG CTAT TG 3 CATGATGC TCTT TAGG CTTT CCAG GAAG TC
IL-4 5 GTCT CTCE TCAC TGAC GCAC AGAG CTAT TG 3 CATG ATGC TCTT TAGG CTTT CCAG GAAG TC
IL-10 5§ AGCT GGAC AACA TACT GCTA ACC 3 TCAT TCAT GGCC TTGT AGAC AC
IL-1240 £ AGCT TTTG TGAC AACC AATA AGAA C 3 CAAA CTCACAGA GATC TGCC TG
L1235 5§ GATg CAGT CTCT CTGA ATCATAAT GG 3 GGCA CAAA AACA ATAG CTTATCAG T
HFN-y 5 CGCT ACAC ACTG CATC TTGG T GGCT GGAT TCCGG GCAA CA
TNF-c 5 CTTAGACTTTGC GRAGTCCG D S CCCTGT CACTGG ACCTGACA 3
Fas S GOBCGATTICTEG GACTTTGTTTCET 2 5 GCACAG AAG GGA AGE AGT A Y
Fasdigante 5 CTAGAG GGC CGG ACC AAA GGAGAC C3' 5 AGG TGG AAG AGC TGA TAC ATT CCT AAT CCC 3
BCL-w 5 GAG TTT GAG ACC CGT TTCCBC CGCACCTTC 3 5 CCA CCA TCC AAT CCT GCACTT GTC CCACCA 3
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10. ANALISE DOS PRODUTOS DA REAGAO EM CADEIA DE POLIMERASE (PCR)
POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

As amplificages dos cDNA atraves de primers especificos para citocinas e produtos
relacionados & apoptose eram analisados através de eletroforese em gel de agarose
1,5%, preparada em tamp&o TBE (acido borico, Tris EDTA) € contendo 2ul de

brometo de etidio para cada 50 mi.

As amostras a serem analisadas continham 8ul de cDNA, 1,5ul de Tampdo GBX
(PCR Joading buffer) e 5,54l de agua ultrapura. Utilizava-se para o desenvolvimento
da eletroforese (70 volts, 150 mAmp, 45 minutos) o tampé&o TBE contendo brometo

de etidio (2p1/100ml).

Os géis eram revelados por excitagdo do brometo de etidio em luz ultravioleta e
registrados de modo digital em sistema de documentagdo de imagens NucleoVision®
(NucleoTech, USA). O peso molecular e a intensidade das bandas eram analisados
através do programa GelExpert® (NucleoTech, USA). Em caso de néo amplificagéo,
as amostras eram submetidas a novo procedimento de PCR, objetivando excluir

falsos negativos resultantes de erros de procedimento.

11. ANALISE SEMI-QUANTITATIVA DO RNA MENSAGEIRO

A semi-quantificagdo do RNA mensageiro era obtida pela relacéo entre as areas de

pixel determinadas para as bandas correspondentes ao RNA mensageiro em
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guestdo e aquelas observadas para a ciclofilina (gene estrutural). Os valores foram
nomatizados e transformados em unidades arbitrarias (pixel index) através da

formula;

Expresséo semi-quantitativa (Unidades Arbitrarias) = (area de pixel do RNA

mensageiro a ser avaliado/ area de pixel da ciclofilina) x 100.

12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo. Comparacfes da

expressaoc semi-quantitativa foram feitas através de andlise de variancia (ANOVA) ou

pelo teste t de student quando apropriado.
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RESULTADOS



1. AVALIAGAO HISTOLOGICA E FENOTIPIFICACAQO DOS LINFOCITOS
PRESENTES NAS TIROIDES

As glandulas avaliadas apresentaram padroes histologicos compativeis com o
esperado para cortes de congelacado. As caracteristicas de cada grupo experimental
estdo descritas abaixo e resumidas na Tabela 2 e fotomicrografias representativas

dos grupos experimentais sao demonstradas nas Pranchas |, Il e lll.

Grupo C10 (controle de 10 semanas)

A andlise morfolégica das tirdides mostrou foliculos integros e a presenca linfocitos
predominantemente CD4" distribuidos de forma esparsa, sem a caracterizacio de
infiltrado inflamatoério, em quatro das cinco tirdides observadas. Apenas em um dos
camundongos NOD estudados foi possivel observar pequena area de infiltrado

inflamatério organizado de forma nodular.

Grupo CM10

As glandulas dos animais deste grupo estavam aumentadas de tamanho e com
tecido mais firme a observagao macroscopica. As tirdides dos animais componentes
deste grupo apresentavam foliculos de tamanho variado, muitos deles aumentados e
formados por células elevadas, contendo ndcleos com cromatina pouco densa.
Apenas um dos cinco animais apresentava pequeno agrupamento de células
inflamatorias de localizag@o perivascular. A presenca de linfocitos distribuidos de

forma esparsa era semelhante ao grupo C10.
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Grupo Mi44D

As tirdides estudadas no grupo MI44D apresentaram foliculos formados por tirdcitos
normais. As tecnicas empregadas nio permitiram a avaliagio da presenca de células
em processo de apoptose. O infiltrado linfo-plasmocitario foi observado em apenas
01 dos cinco casos estudados, embora estivesse presente de modo incipiente, sem
que se observasse a destruigio de foliculos. A presenca de linfocitos posicionados

de forma esparsa era observada, com predominio daqueles positivos para CD4.

Grupo Mi328

Todos os animais observados neste grupo apresentaram infiltrado linfo-plasmocitario
organizado, contendo foliculos em destruicéo. Entretanto, a area do parénguima
glandular envolvida era nitidamente superior em dois dos cinco casos avaliados.
Neste grupo, o infilirado inflamatorio apresentava predominantemente linfocitos
CD8". A marcagdo de linfécitos CD4" evidenciou a presenca destas células em

numero reduzido, posicionadas de modo esparso ne interior do infiltrado inflamatdrio.

Grupo €32

Apenas dois dos cinco casos estudados apresentaram infiltrado linfo-plasmocitario,
com caracteristicas semelhantes aquelas observadas para o grupo MI32S, porém

com envolvimento de menor extenséo do parénquima.
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Tabela 2. Caracteristicas histologicas de tirdides de camundongos NOD controle e
submetidos a sobrecarga de iodeto de potassio apds tratamento com

metimazole.
Grupo Presencga de Linfocitos Presencga de Infiltrado
Experimental Distribuidos Forma Esparsa Inflamatoério

C10 4/5 1;'5
CM10 515 1/5
Mi44D 5/5 1/5
MI32S 5/5 5/5

€32 5/ 215
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PRANCHAS



Prancha |

. Area de infitrado inflamatério de localizagdo interfolicular (seta) em
camundongo NOD do grupo MI32S. Observa-se foliculos (F) integros (HE,
320 X).

. Linfocitos posicionados em espago interfolicular em tirdide de camundongos
NOD controle do grupo MI44D (seta). Verifica-se manutengéo da estrutura do
tecido glandular (HE, 320 X)

. Representacao de tirdide do grupo CM10 evidenciando heterogeneidade do
tamanho dos foliculos (HE, 640 X}.

. Grande area de infiltrado inflamatorio observada em camundongo NOD do
grupo MI32S. E possivel identificar restos foliculares envolvidos pelo processo
inflamatéric, conforme exemplificado em F, e a distribuicido das células

inflamatdrias ao redor de vasos sangtineos (V). (HE, 160 X).

. Infiltrado nodular (seta) envolvendo foliculos tiroidianos (F) em camundongo
NOD do grupo MI328 (HE, 320 X).
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Prancha ll

Fotomicrografias representativas da marcagdo por técnica de imunohistoquimica
para populag&o total de linfécitos T (CD3") em camundongos NOD.

a. Infiltrado inflamatério (seta) em animal do grupo MI32S. Observa-se foliculo

integro (F) na periferia do infiltrado (160 X)

b. Detalhe do campo observado em (a). Observa-se, alem de linfécitos T, a

presenca de outras células inflamatorias (640 X).

c. Infiltrado linfocitario perivascular (seta), localizado no espaco interfolicular, em
camundongo NOD do grupo MI32S. V: vaso; F: foliculo. (320 X).

d. Pequeno infiltrado inflamatério interfolicular (seta), porém ja envolvendo restos

foliculares (*). (640 X).

e. Agrupamento de linfocitos T em localiza¢ao interfolicular (640 X).
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Prancha lli

Fotomicrografias representativas da marcag@o por técnica de imunohistoquimica
para subpopulacées de linfécitos T CD4" (auxiliar) e CD8" (citotdxica/supressora)

em camundongos NOD.

L.

Linfocito T auxiliar (CD4") isolado e localizado em espago interfolicular na
tiroide de camundongo NOD do grupo MI44D. (320 X)

Detalhe do campo observado em (a). (640 X).

Fotomicrografia em imerséo demonstrando foliculo tiroidiano integro (F) e
linfocito T CD4" em sua periferia. (1280 X).

Linfécitos T CD8" localizados em espaco interfolicular (640 X).
Detalhe em imersa@o do campo observado em d. (1280 X).

Controle negativo (160 X)
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2. EXPRESSAO DE GENE ESTRUTURAL (CICLOFILINA) NAS AMOSTRAS DE
RNA MENSAGEIRO

Todas as amostras de cDNA utilizadas para o estudo tiveram o produto do gene para
ciclofilina (276 pares de bases) amplificado através da reagdo de polimerase em

cadeia, confirmando sua qualificagao para uso nas analises propostas

3. EXPRESSAO DOS GENES PARA COMPONENTES DE APOPTOSE E
INTERLEUCINAS

3.1 Freqiténcia de Expressdo dos Genes para Componentes de Apoptose e
Interleucinas

A express@o de Fas foi observada em todos os animais dos grupos C10e C32, em 4
dentre 5 animais dos grupes CM10 e MI44D e em 3 dentre 4 animais do grupo
MI32S. Observou-se amplificagdo de fragmentos correspondentes ac RNA

mensageiro de FAS-ligante e de BCL-w em todas as amostras estudadas.

Nao foi possivel observar amplificacdo de RNA mensageiro correspondente a

Interleucina 4 (IL-4) em nenhuma das amostras estudadas.

A expressdo de Interleucina 2 (IL-2) ocorreu de modo intenso (111,74 unidades
arbitrarias) em um animal do grupo MI44D (camundongo 6) & com baixo sinal em trés

dos cinco animais que compunham o grupo controle de 32 semanas (C32). As
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demais amostras n&o apresentavam amplificacéo do produto esperado.

A expresséo do produto génico para interleucina 10 (IL-10) foi de baixa intensidade
em um animal do grupo MI328 e em quatro dos cinco animais do grupo €32, Os
demais grupos, compostos por animais de 10 semanas n&o apresentaram expressao

desta interleucina.

O produto do gene para Interferon-y (IFN-y) expressou-se de modo isolade em uma

das cinco amostras do grupo CM10 e em dois dos cinco casos do grupo C32.

0O gene para o fator de necrose tumoral-o O{[ITNF-) DOestava expresso em todas

as amostras dos grupos C10 e MI32S, em quatro das cinco amostras do grupo

MI44D e trés das cinco amostras dos grupos CM10 e C32.

O RNA mensageiro referente as cadeias p35 e p40 de interleucina 12 {IL12p35 e

IL12p40) estava expresso em todas as amostras estudadas.

A fregliéncia de expressa@o dos componentes de apoptose ¢ interleucinas estudadas,
bem como os pesos moleculares dos produtos observados estdo compilados na

Tabela 3.
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Tabela3 Freguéncia de expressdo dos produtos de genes para Interleucinas e
componentes de apoptose em camundongos NOD controle ou

submetidos a indugao de tiroidite experimental.

C10 CM10 Mid44D C32 MI328

Freqiiéncia de Expressio

Fragmento

{pares de base)

Fas

Fas-ligante

BCL-w

TNF—a

Interferon-y

interleucina-2

Interleucina-4

Interleucina-10

Interleucina-12 (p35)

Interleucina-12 (p40)

5/5

5/5

5/5

5/5

515

5/5

415

5/

5/5

315

1/5

5/5

5/5

4/5

5/5

515

4/5

115

515

5/5

5/5

55

5/5

3/5

2/5

3/5

4/5

5/5

5/5

3/4

4/4

4/4

4/4

1/4

4/4

4/4

267

206

213

254

428

366

337

366

488

297
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3.2 Analise Semi-quantitativa da Expressao dos Genes para Componentes de
Apoptose e Interleucinas

Fas, Fas-ligante e BCL-w

Os niveis médios de expressdo de Fas foram significativamente superiores (p=0,01)
no grupo controle de 32 semanas (C32), em comparag¢do com os controles de 10
semanas (C10), ndo sendo possivel observar elevagdo nos niveis de expressio
deste componente de apoptose nos animais coniroles tratados com metimazole
(CM10) em comparagdo com controles de 10 semanas (C10), conforme
demonstrado na Figura 1. Analise da expressdo do RNA mensageiro de Fas em
animais que compdem o grupe C32 permitiu observar que 3 dentre 5 animais tinham
niveis de sinalizagdo para esta proteina nitidamente superiores aos outros 2 que
integravam o grupo experimental (Figura 2). O produto do gene de Fas expressou-se
de forma intensa em um animal do grupo MI44D (camundongo 6) e um animal do
grupo CM10 (camundongo 2), resultados confirmados ap6és a repeticdo da reacio de

PCR.

A semi-quantificagdo da expresséo de RNA mensageiro permitiu caracterizar maior
sinalizaggo no grupo MI44D para Fas-igante (p=0.0054, ANOVA) e BCL-w
(p=0.0048, ANOVA). O desvio padrdo, observado neste grupo, estava elevado tanto
para as avaliagbes da expressao de Fas-ligante (40,69 % da média) quanto para as
de BCL-w (40,68% da média), refletindo a presenca valores dispersos em relagéo a

sinalizacdo para ambos componentes (Figura 1),
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A sinalizagdo para o produto do gene do fator de necrose tumoral o (TNF-

o) apresentou tendéncia a elevacdo no grupo MI44D (p=0.05, ANOVA), embora os
valores calculados para sua express&o tenham sido dispersos (109,53 a 425,58
unidades arbitrarias), conforme refletido no valor do desvio padrdo que correspondeu

a 55,84% da media (Figura 1).

Interleucing 12

Foram avaliados os produtos de RT-PCR correspondentes a sinalizagéo para as
cadeias p35 e p40 da interleucina 12. A Figura 3 resume os dados médios de

expressao desta citocina nos cinco grupos experimentais.

Os valores médios de expresséo do gene para a cadeia p40 da interleucina 12 (IL-
12p40) nao diferiram entre os grupos estudados, sendo uniformes, exceto no grupo
MI44D. Neste, dois animais sinalizaram este produto em niveis nitidamente
superiores (265,85 e 275,99 unidades arbitrarias) aqueles observados pelos outros

trés (108,28; 122,76 e 141,42 unidades arbitrarias).

A semi-quantificagdo da expresséo do gene referente a cadeia p35 da interleucina 12
(lL-12p35) permitiu verificar tendéncia de elevacéo nos grupos Mi44D, MI32S e C32.
Diferenga estatisticamente significativa (p=0.03) foi observada ao se comparar os
grupos C10 (62,96 + 19,63 UA) e C32 (116,05 + 44,01 UA). Novamente, expressao
em nivel nitidamente superior foi observada em dois animais do grupo MI44D e um

do grupo MI32S.
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Figura 1
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Figura 1. Semi-quantificagdo da expressao de Fas, Fas-ligante, TNF-o € BCL-w em camundongos NOD controles ou
submetidos a indugio de sobrecarga de iodo apds tratamento com metimazole.

* p=0,01 em relagdo ao grupo C10;

** p=0,0054, ANOVA,;

***p=0,0048 ANOVA

Figura 2. A: Semi-quantificagdo da expressao de Fas em camundongos NOD controles com 32 semanas de vida (valores
individuais de cada individuo); B: RT-PCR evidenciando a diferenga de expressdo do produto do gene de Fas.
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Analise do Grupo Ml44 D

Os valores de desvio padrdo referentes as medidas de semiquantificacdo da
expressao dos produtos de Fas-ligante, BCL-w, TNF-a e fragcbes p35 e p40 de
interleucina 12 foram elevados, sempre acima de 40% da meédia, refletindo a

dispersdo dos valores observados.

Desta forma, a observacdo mais detalhada deste grupo, conforme demonstrado na
Figura 4 (Prancha IV), permite observar a existéncia de dois padrdes de resposta a
administragao de iodeto de potassio. Os animais 6, 8 e 9 expressaram Fas-ligante e
BCL-w em patamares superiores aos demais componentes do grupo, engquanto
valores mais acentuados de sinalizacdo para Fas, TNF-a, IL-12p40 e IL-12p35 eram
observados nos animais 6 e 8 apenas. O animai 9 ndo expressou o produto de TNF-

o, fato confirmado por repeticio dos PCR.

Neste contexto, cabe ressaltar que o animal 6, que apresentou os maiores niveis de
expressao de todas os produtos citados acima, foi o unico deste grupo de cujo cDNA

foi possivel amplificar o sinal de iL-2.
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Figura 3
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Figura 3. Expressao dos produtos dos genes para cadeias p40 d p35 de interleucina 12 em
camundongos NOD controle ou submetidos a sobrecarga de iodo apos uso de metimazole. *P=0.03
em relagdo ao grupo C10.

Figura 4. Expressao de componentes de apoptose e interleucina 12 (p35 e p40) em camundos NOD
submetidos & sobrecarga de iodo apds 6 semanas de exposi¢ao a metimazole.
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DISCUSSAO
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1. INDUGAO DE TIROIDITE AUTO-IMUNE

O camundongo NOD, como modelo experimental de diabetes melfitus de etiologia
auto-imune tem sido estudado amplamente, havendo maior prevaléncia desta
doenca entre as fémeas que, mesmo nas coldnias mantidas em condicbes germ
free, ndo ultrapassa 90% dos individuos (POZZILLI ef al., 1993). Esiratégias para
acelerar e elevar a freqéncia de aparecimento do diabetes tém sido propostas,
entre as quais se destaca a utilizagéo da ciclofosfamida que parece acentuar a

expressao de interferon-y (ABLAMUNITS ef a/., 1999) .

A tiroidite auto-imune em camundongos NOD vemn sendo objeto crescente de
estudo de grupos interessados na fisiopatologia das doencas tiroidianas auto-
imunes, sobretudo na forma de tiroidite de Hashimoto. Em 1992, BERNARD et a/.
relataram prevaléncia elevada de tiroidite auto-imune na colénia de camundongos
NOD por eles acompanhada, fato que n&o foi repetido por outros grupos de
pesquisa que caracterizavam freqiéncia de infiitrado linfo-plasmocitario em torno
de 16% (DAMOTTE ef al., 1997). Em 1995, MANY ef a/. descreveram o modelo
de ftiroidite experimental auto-imune em camundongos NOD, no qual a
administracéo de iodo resultou na indugdo de infiltrado inflamatdric em todos os
animais estudados, com caracteristicas morfoldgicas semelhanies as da tiroidite
de Hashimoto e acompanhada de aumento nos niveis de auto-anticorpos

antitiroidianos.
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A coldnia NOD estabelecida no Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB) foi
avaliada, preliminarmente, quanto a presen¢a de infiltrado inflamatério e os
resultados sugerem que a prevaléncia seja menor gue aquela observada pelo
grupo de MANY ef al, embora, como descrito por aqueles autores, ndo haja
predilecao entre os sexos. Estes dados sugerem ainda que a prevaléncia do
infitrado  inflamatorio nas tirdides de camundongos NOD aumente

significativamente a partir da 25 semana (ZANTUT-WITTMANN ef al., 1996).

Baseados nos resuitados acima, desenhamos o protocolo utilizado neste
trabalho, visando submeter 0s animais a sobrecarga de iodo antes do periodo
critico de estabelecimento da tiroidite e estendendo o acompanhamento até a 32°
semana de vida, periodo correspondente & maxima expressdo do infiltrado
inflamatério. .A opcdo pela utilizagdo de animais do sexo masculino se fez,
fundamentada em dados preliminares (ZANTUT-WITTMANN ef al., 1996), pela
aparente semelhanca de comportamento desta manifestacdo em ambos os sexos
e pela menor prevaléncia de diabeles mellitus que impediria o0 acompanhamento

de longo prazo sem a inser¢&o de novos fatores exdgenos.

O pré-tratamento com metimazole € utilizado com o objetivo de promover periodo
“bociogénico” antes da sobrecarga de iodo. Os animais tratados com esta droga
(grupo CM10) apresentavam glandulas macroscopicamente aumentadas e
células foliculares elevadas e com cromatina pouco densa, sugerindo ©

comportamento de sintese protéica.
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Todos os animais submetidos a sobrecarga de iodo apresentaram tiroidite quando
avaliados na 32° semana de vida (grupo MI328), embora a extensao do infiltrado
area fosse nitidamente superior em dois dentre cinco animais. O infiltrado
linfocitario apresentava predominio de células CD8", o que esta de acordo com o

observado na literatura para o infiltrado inflamatério (MACKENZIE et a/., 1987).

Nossos resultados sdo compativeis com aqueles descritos por outros autores
para a tiroidite experimental no camundongo NOD (MANY ef ai., 1996) ou para as
linhagens dele derivadas (BRALEY-MULLEN ef a/., 1999), havendo aumento da
prevaléncia de lesao tiroidiana no grupo experimental em relagdo ao controle.
Entretanto, a diferenca de intensidade de expressac da tiroidite deve ser alvo de
investigacdes mais detalhadas, preferencialmente com abordagem morfométrica,
para que se possa caracterizar a duplicidade de resposta histopatolégica neste

modelo.

Cabe ressaltar gue todos animais avaliados na 10° semana de vida (grupos C10,
CM10 e Mi44D) nao apresentaram lesdes tiroidianas que envolvessem foliculos
ou sugerissem desestruturacdo dos mesmos, exceto em minoria dos casos. Ao
contrario, a presenga de linfécitos distribuidos de forma esparsa entre os foliculos
foi detectada em todos os grupos experimentais nesta idade. Este aspecto,
anteriormente observado por nosso grupo de pesquisa (ZOLLNER et af,
Submitted) pode representar, no ambiente tiroidiano, elemento analogo as fases
pré-invasivas da insulite do camundongo NOD, exercendo o icdo o papel de

acelerador da lesdo. Esta interpretacdo, se confirmada, pode enaltecer a
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importancia do modelo NOD no estudo da tiroidite experimental, uma vez que o
aproxima do observado em humanos onde a exposicdo ao iodo tem sido
apontada como uma das provaveis causas de tiroidopatias auto-imunes em parte

da populacdo (PAPANASTASIOU et al., 2000).

2. EXPRESSAC DE BCL-w EM TECIDO TIROIDIANO DE CAMUNDONGOS
NOD

O protdtipo de proteina reguladora do processo de apoptose € a BCL-2, cuja
expressdo reduz a morte celular induzida por diversos estimulos. Esta proteina
faz parte de uma ampla familia entre as quais se destacam o BCL-xL, BCL-s, Bax
e Bad. Algumas destas proteinas apresentam efeitos pré-apoptéticos, enquanto

outras s&o capazes de proteger a célula da morte programada.

BCL-w & um dos membros da familia BCL-2, cuja seqi:éncia foi descrita em 1996,
e que parece compartilhar com estas proteinas a capacidade de se contrapor &
apoptose (GIBSON ef al, 1996). Sua estrutura & amplamente conservada entre
camundongos e humanos, estando expresso em varios tipos celulares e sendo
essencial para o desenvolvimento adequado da espermatogénese (PRINT et af.,

1998).

Até o presente, nenhuma publicagdo havia constatado ou quantificado a
expressdo de BCL-w em tirdides de animais ou humanos na vigéncia de tiroidite

auto-imune. Nossos achados, inéditos, apontam para expressédo constitutiva

87



deste componente da familia BCL-2, cuja intensidade se eleva na vigéncia do

estimulo apoptotico desencadeado pelo iodo apos condigbes “bociogénicas”.

Avaliaga@o da expresséo de BCL-2 em casos de tiroidite auto-imune em humanos
sugere gue haja reducdo da expressao desta proteina nos casos de tiroidite de
Hashimoto quando comparadas a controles sadios, tanto em observacdes
imunohistogquimicas quanto em determinagdes de expressdo génica por RT-PCR

(HAMMOND et al., 1997 ; GIORDANO ef af., 2001a).

O aumento da express&o de BCL-w neste grupo experimental sugere mecanismo

protetor apos a submissao ao estimulo apoptotico.

3. SEMIQUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO DE FAS, FAS-LIGANTE E TNF-

Nossos resultados ndo demonstraram modificagdo na intensidade de expressao
do gene de Fas-ligante nos animais tratados exclusivamente com metimazole por
6 semanas (grupc CM10) quando comparados ao controle da linhagem (grupo
C10). Estes dados, embora obtidos em modeio animal & com baixas doses deste
antitiroidiano, nao sao comparaveis aqueles observados por MITSIADES et al.
(2000) que relataram aumento desta proteina em tirdides de pacientes tratados

com metimazole para controle da doenca de Graves.

Por outro lado, a expressdo de Fas-ligante elevou-se no grupo submetido a

sobrecarga de iodo (grupo MI44D) em relacao aos demais. A avaliagdo do padrao
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morfologico deste grupo aponta pequena presenga de linfécitos,
predominantemente CD4", raramente formando infiltrado inflamatério organizado.
Desta forma, o sinal detectado pela técnica de RT-PCR parece ser oriundo de
células foliculares. O aumento da expressdo de Fas-ligante neste grupo de
células € descrito em modelos experimentais (BLUBER ef al, 199€b) e em
humanos (GIORDANO ef al, 2001a), aparentemente sendo capaz de

desencadear apoptose afraveés da ativagao de Fas em células vizinhas.

A express@o de Fas tem sido considerada constitutiva em tecido tiroidiano
(VLAEMINCK-GUILLEM et a/., 2001), ao contrario do observado para seu ligante.
Os animais estudados neste experimenio apresentaram expressdo de Fas na
grande maiocria dos casos. Os animais com expressdo negativa de Fas foram
avaliados pela repeticdo do procedimento de PCR, descartando a possibilidade

de falsos negativos.

A expressao do produto do gene Fas foi mais intensa nos animais controles com
32 semanas, em comparacdo com aqueles com 10 semanas de vida, ndo sendo
detectadas outras diferencas entre 0s grupos experimentais e, provavelmente,
refletindo o processo de envelhecimento. Resultados comparaveis foram
observados em illhotas pancreaticas isoladas de camundongos NOD e avaliadas

por RT-PCR no LICA (VENTURA, comunicacgéo pessoal).

A média de expressdo de TNF-a também apresentou tendéncia a elevacdo no

grupo MI44D (p=0.05), embora um dos animais ndo o expressasse. O TNF-a &
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considerado indutor de apoptose sinalizando através de seu receptor especifico
na superficie celular, ativando vias comuns de morte celular. O TNF— tem
origem principal em células imunes (AGGARWAL, 2000). Deste modo, a auséncia
de expressdo em um dos camundongos NOD, pode refletir diferenca na presenca
e comportamento do infiltrado inflamatério frente ao estimulo representado pela
sobrecarga de iodo. Esta hipotese é reforgada pelos achados de BLUHER ef al.
(1999) no rato BB/W que propSem correlag@o positiva entre a presenca de

infiltrado e os niveis de expressdo de TNF-..

A auséncia de modulacdo de expressdo de Fas no grupo experimental MI44D,
juntamente com a hipdtese de sua expressdo constitutiva na tirdide, sugere que
este modelo possa promover a apoptose através do aumento de expresséo de
Fas-ligante tiroidiano, juntamente com a presenca de TNF-o de provavel origem a
partir de células imunes. Estes dados estdo parciaimente de acordo com o
observado por BLUHER ef al. (1999) que descrevem importante participagéo da
via mediada por Fas na tiroidite de ratos BB/W, embora n&o tenham conseguido

correlacionar esta expressio com o TNF <.

Ampliacdo da compreensdo destes resultados podera advir de detalhamento
temporal do estabelecimento do processo de apoptose neste modelo, associado
a marcacdo especifica das células envolvidas, permitindo caracterizar

definitivamente a origem do sinal detectado pela técnica de RT-PCR.
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4, SEMI-QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO DE INTERLEUCINAS

Os camundongos NOD foram ampiamente estudados no que se refere a
regulag@o da resposta imunolégica nas ilhotas pancredticas, onde o padrdo de
expressao de citocinas é caracteristicamente Th1. Abordagens especificamente
tiroidianas desta expressfo em camundongos NOD ou na sub-linhagem
NOD H-2™ n&o estdo disponiveis na literatura, havendo maior interesse até o
presente para a determinagdo das subpopulacdes de células T envolvidas
(DAMOTTE et al, 1997 ; BRALEY-MULLEN ef al., 1998 ; HUTCHINGS ef a/,
1999 ; YU ef al, 2001). Neste contexto, os dados aqui apresentados sdo de
extrema relevancia, uma vez que trazem novos subsidios para a compreenséo do

modelo de tiroidite experimental induzida por excesso de iodo.

Estudos objetivando a andlise de expresséo de citocinas que caracterizam a
resposta Th1 em modelos de tiroidite em outros modelos como o rato BBiw,
sugerem que estas predominem nos orgéos acometidos (BLUHER ef a/., 1999a),
com grande énfase sendo dada a expressdo de IFN-y e interleucina 12. Neste
mesmo modelo, a expressao de interleucina 2 parece representar fendmeno
transitério, caracteristico do inicio do estabelecimento do processo infiltrativo.
Resultados obtidos em ratos BB/W demonstram que a expresséo de IFN-y esta
presente em animais com tiroidite auto-imune e apresentando infilirado linfo-
plasmocitério (BLUHER ef a/,, 1999a). Assim, seria esperado que nos grupos C32

e MI32S, onde foi detectada a presenca de infiltrado inflamatdric com
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caracteristicas de destruigao folicular, houvesse a expressao desta citocina, fato
observado apenas no primeirc grupo, mesmo apos a repeticdo do procedimento
de RT-PCR meodificando-se as condigbes de reagdo. Isto poderia estar
relacionado ao momento em que as amostras de RNA total foram extraidas, uma
vez que o processo infiltrativo nas tirdides do grupo MI32S era mais pronunciado.
Paralelamente, a produ¢io local de IFN-y & oriunda predominantemente de

linfécitos T CD4" que eram menos abundantes nos infiltrados observados.

A expressao do sinal para sintese das cadeias p40 e p35 de IL-12 foi detectada
em todos 0s animais estudados, havendo aumento da expressio de IL-12p35 nos
animais de 32 semanas. Estes dados refletem o conceito atualmente em
desenvolvimento para o papel desta citocina na tiroidite auto-imune experimental
e na sua forma humana (tiroidite de Hashimoto). A expressao de IL-12 tem sido
observada em tecido tiroidiano proveniente de pacientes portadores de tiroidite de
Hashimoto (AJJAN et al., 1997) bem como no soro de individuos com doencga de
Basedow-Graves e tiroidite silenciosa (HIDAKA et af, 1999 ; TAMARU ef al,

1999).

A participacdo da IL-12 na reguiacdo da resposta imune na tiroidite parece ser
fundamental, pois sua adicAao a cultura de linfocitos sensibilizados pela
tiroglobulina e posteriormente transferidos para camundongos sensiveis a
induc&o de tiroidite experimental resulta em intensificacio das lesbes observadas
(BRALEY-MULLEN ef a/., 1998). De modo analogoe, a 1L-12 foi capaz de prevenir

a tolerancia induzida pela tiroglobulina em camundongos CBA/J (ZHANG ef a/,
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2001).

A expresséo constitutiva de IL-12 nas tirdides de camundongos NOD representa
achado importante neste modelo, podendo estar relacionada a susceptibilidade
deste animal a inducao de tiroidite, sobretudo com caracteristicas semelhantes
aquelas observadas em humanos. Desta forma, seria interessante desenvolver
protocolo de estudo experimental visando o blogueio da IL-12 e verificando o

comportamento do infilirado inflamatdrio tiroidiano neste modelo.

5. HETEROGENEIDADE DE RESPOSTA FRENTE A SOBRECARGA DE I0DO

Os animais aqui estudados apresentaram respostas na expressdo de Fas-L, IL-
12, TNFo e BCL-w que diferiam individualmente, sobretudo no grupo avaliado
imediatamente apds a administracdo de iodo (MI44D). Express&c mais intensa de

Fas tambem foi observada em trés animais do grupo controle de 32 semanas.

Os poucos trabalhos disponiveis na literatura referentes & expressao destas
citocinas em outros modelos experimentais de firoidite ndo descrevem a
existéncia de padrdes distintos de resposta dentro das linhagens avaliadas
(ZIPRIS et al, 1996, BLUHER ef a/, 1999). Entretanto, os resultados aqui
encontrados, reforcados pela reproducdo de RT-PCR nos casos de baixa
expressao dos produtos analisados, sugerem a existéncia de dois padrdes

distintos de sinalizacdo para os componentes de apoptose e citocinas avaliadas.
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Assim, dois dentre cinco animais do grupo MI44D (animais 6 e 8) apresentaram
respostas consistentemente elevadas para Fas-ligante, TNF-ae [L-12.
Paralelamente, a resposta morfologica tardia foi heterogénea no que se refere a
intensidade do processo inflamatorio. O conjunto destes resultados permite
construir a hipétese de que os camundongos NOD apresentem niveis distintos de
susceptibilidade a inducdo de tiroidite experimental. O aprofundamento deste
conceito, permitira, em futuro proximo, a caracterizag@o destes dois subgrupos,
possivelmente permitindo o estabelecimento de sub-linhagem com maior

propensao a tircidite experimental.
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O iodeto de potassio utilizado na dose de 20pg/animal, por via intra-peritoneal,
durante 4 dias, foi capaz de induzir a tiroidite em todos 0s camundongos NOD
pré-tratados com metimazole (1mg/ml em agua destilada, ad fibitum). O
padrao deste infiltrado se aproxima daquele observado na tiroidite de
Hashimoto, contendo folicuios em desfruicdo, embora a intensidade do

processo variasse entre os animais estudados.

O infiltrado inflamatdric observado tinha predominancia de linfocitos CD8",
embora células CD4" fossem também observadas nos animais com 32
semanas. Linfocitos T predominantemente CD4™ eram observados de modo
esparso, com localizaggo interfolicular, nas tirbides de camundongos NOD

com 10 semanas de vida, sem caracterizar processo inflamatério.

As tirdides de camundongos NOD expressaram o produto do gene BCL-w de

forma constitutiva, elevando seus niveis quando submetidos a sobrecarga de

iodo.

Os camundongos NOD estudados apresentaram elevagao na sinalizacao de
Fas ligante e TNF-o imediatamente apos a sobrecarga de iodo, sugerindo que
vias mediadas por Fas-L e TNF-o estejam envolvidas na apoptose induzida

pelo excesso de iodo.

A expressé&o de IL-12 foi observada em todos os animais estudados, havendo
tendéncia de sua elevacdo em animais com 32 semanas, sugerindo que esta

interleucina desempenhe neste modelo, papel central na regulacdo da
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resposta imune.

A expressao de FasdHigante, TNF-o e 1L-12 se deu em dois padres distintos
de resposta & sobrecarga de iodo, sugerindo a existéncia de sub-grupo dentro
da linhagem NOD caracterizado pela maior tendéncia ao desenvolvimento de
tiroidite e apoptose induzida por iodo. Estes padrfes de sinalizacdo s&o
compativeis com a observagao de intensidade e extensdo variavel do infiltrado

inflamatério.

Os resultados obtidos permitirdo o desenvolvimento de estudos para
caracterizacdo de grupo de camundongos NOD susceptivel & inducgo de

tiroidite experimental e apoptose pela sobrecarga de iodo.

A caracterizacdo definitiva deste grupo seria de grande relevancia pois, ao
contrario dos camundongos NOD H-2™ nossa sub-linhagem susceptivel

tiroidite teria origem interna na colonia.
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