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1- RESUMO

O trabalho teve o intuito de estudar aspectos séricos €
morfolégicos na relagio entre a membrana basal do foliculo tiroideano e
doenga tiroideana auto-imune, procurando elementos que possam
acrescentar subsidios para o entendimento de sua fisiopatologia.

O estudo sorolégico de pacientes com diversas alteragbes
tiroideanas foi realizado através de eletroforese de transferéncia seguida de
“;mmunoblot”, com a finalidade de detectar anticorpos anticolageno IV ¢
antilaminina, dois dos elementos principais da membrana basal. Tal
procedimento possibilitou a detecgdo de anticorpos reativos a varias fragbes
do colageno IV encontrados apenas na doenca de Basedow-Graves. Da
mesma forma, esta especificidade péde ser verificada para os anticorpos
antilaminina  existentes nos soros destes pacientes, através do
reconhecimento da frago reativa de 57 kDa da estrutura da laminina.

Estes anticorpos estariam envolvidos na fisiopatologia dos
mecanismos auto-imunes da doenga tiroideana e ndo somente COm O estado
hipermetabélico devido & tirotoxicose, pois nfo ocomeram  em
hipertiroidismo de origem tumoral benigna.

Assim_ o estudo morfologico através de imuno-histoquimica,
especificamente do colageno IV e laminina, poderia elucidar alguns aspectos
sobre a existéncia de anormatidades da membrana basal folicular na doenga
tiroideana auto-imune. Entretanto, ndo houve a demonstragio de alteragles



importantes da membrana tanto na doenga de Basedow-Graves quanto na
siroidite de Hashimoto, especialmente mterrupgdo, inclusive em areas de
intenso infiltrado linfoplasmocitario. Foram visualizados locais de
adelgacamento da membrana, sobretudo na doenga de Graves, talvez frutos
do hipermetabolismo, que liberaria colageno IV e laminna para a
circulacdo, € conseqilentemente, induziria a produglio de seus respectivos
ANficOrpos. |

Desta forma, o anticorpo anticolageno IV poderia tratar-
se nio apenas de reflexo do estado hipermetabolico, mas integrante
do processo fisiopatologico da doenga de Graves. De modo
semelhante, nossos resultados sugerem que a fracdo de 57 kDa da
laminina seja um provavel marcador sorologico para a Doenga de
Rasedow-Graves, contudo existe a necessidade da ampliagdo do
estudo para que possamos relaciona-los ao estagio da doenga.
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2. INTRODUCAO :

2.1- ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA DOENCA TIROIDEANA
AUTO-IMUNE:

Até o inicio da década de 70, a doenca de Basedow-Graves € 2
tirpidite de Hashimoto eram consideradas processos distintos. FATOURECHL,
MC CONAHEY, WOOLNER, em 1971, propuseram, a partir de estudos
morfolégicos, que ambas representassem entidade Gnica com ampla variagdo de
manifestagdes clinico-patologicas. Estes autores evidenciaram na tirdide de
pacientes com doenga de Graves, aspectos histologicos semelhantes 808
encontrados na tiroidite de Hashimoto, como infiltragio linfoplasmocitaria e
centros germinativos.

Considerando-se 0s aspectos epidemiologicos, 4 doenga de
Basedow Graves € a causa mais comum de tirotoxicose em pacientes abaixo dos
40 anos. Descrita clinicamente de forma completa por Karl Adolph VON
BASEDOW (1840), compreende bocio difuso, hipertiroidisino, oftalmopatia,
dermopatia infiltrativa € acropaquia, manifestaces nao pecessariamente de
aparecimento Sincronico, podendo estar associadas a outras doengas auto-imunes.

A partir dos trabathos de ADAMS & PURVES (1957) e ADAMS
(1965) foi possivel ;dentificar um agente estimulador da tirbide no soro de
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pacientes com doenca de Basedow-Graves em atividade que difena do TSH,
denominado "long-acting thyroid stimulator” (LATS) ¢ presente em 40 a 50 %
destes (SELLERS, AWAD, SCHEMBAUM, 1970). Em 1964, KRISS,
PLESHAKOVY, CHIEN (1964) caracterizaram o LATS como imunoglobulina do
isotipo G (IgG), fato sugestivo de processo auto-imune. Posteriormente, SMITH
& HALL (1974) demonstraram que esta IgG estimulava a tirdide via sistema
adenil-ciclase de regulagio celular, além de agir como anticorpo anti-receptor de
TSH na membrana plasmética do tiroeito (TSHR-AD S). Teoricamente, o TSHR-
Ab S poderia ser detectado em titulos elevados em 100% dos pacientes com
doenga de Graves ativa {(BURMAN & BAKER, 1985; RAPOPORT et al., 1984;
DURON et al, 1987), entretanto, mais recentemente, TLICKL GAMSTED,
KARLSSON (1992) demonstraram que CeTCa de 10% destes pacientes
apresentam TSHR-ADb 8 indetectével, sugerindo que exista estimylo tiroideano
direto através de mecanismos independentes do anticorpo. Em 1986, MC
LACHLAN et al. afirmaram que este anticorpo era produzido principalmente na
“irbide de Graves” a partir dos linfocitos B infiltrados, apesar de existirem locais
extratiroideancs de sintese, COmo linfonodos cervicais e medula Ossea
(WEETMAN et al,, 1984).

No outro extremo da doenga tiroideana auto-imune, encontra-se a
troidite de HASHIMOTO, descrita pelo préprio em 1912 como “Struma
lymphomatosa”, doenca inflamatéria cronica da tirdide ¢ uma das causas mais
comuns de hipotiroidismo no adulto. ROITT et al. (1956) e DONIACH & ROITT
{1957),  inicialmente, identificaram  um  anticorpo orgio-especifico
antitiroglobulina no soro destes pacientes como 0 responsével pela destruigdo da
glandula, fato questionado por KOFFLER & FRIEDMAN (1964), j& que seus
titulos nlio refletiam o estadio da doenca. Contudo, com O reconhecimento do

anticorpo antifragao microssomal da célula tiroideana, classificon-se a tiroidite de
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Hashimoto como doenga auto-imune (ROSE & WITEBSKY, 1958, MC KAY &
BURNETT, 1962; DONIACH, 1967).

ENDQ, KASAGI, KONISHI (1978) demonstraram no soro de
pacientes com ambas as doencas uma imunoglobulina inibidora da ligagdo do
TSH ao seu receptor de membrana plasmatica (TSHR-Ab B - anticorpo anti-
receptor de TSH de aglio bloqueadora), que levaria ao hipotiroidismo por ccupar
o receptor € inibir a produgo hormonal (NAGAYAMA & RAPOPORT, 1992).

KOSUGI et al. (1992), utilizando mutagdes do TSHR de ratos,
localizaram os sitios de ligagiio dos auto-anticorpos anti-receptores de TSH na
doenga tiroideana auto-imune em érea proxima A sua terminaglio carboxi do
dominio extra-celular, essencial 4 fungdo do receptor. Sugerem ainda que TSHR-
Ab B e TSHR-Ab S ligar-se-iam a diferentes porgSes do receptor e a variedade
de alteragBes fisiopatolégicas na fungfo tiroideana existente na doenga tiroideana
auto-imune poderia estar relacionada a interag8o ¢ concentragio de TSHR-Ab B
e TSHR-Ab S. Na tiroidite de Hashimoto os TSHR-Ab s@o menos comuns que na
Doenga de Basedow-Graves e o mecanismo molecular pelo qual os efeitos
divergentes dos TSHR-Ab sio produzidos continua obscuro, podendo haver,
inclusive, outros anticorpos que nio os estimuladores ou inibidores
(NAGAYAMA & RAPOPORT, 1992). Existem IgGs fixadoras de complemento
e anticorpos contra um antigeno especifico da tirdide na superficie celular, o
microssomal que, acredita-se, sdo relevantes na destruigiio celular tiroideana (MC
LACHLAN & RAPOPORT, 1992). Tanto ¢ anticorpo antitiroglobulina quanto o
antimicrossomal apresentam titulos elevados em 80 a 90% dos casos na tiroidite
de Hashimoto; MORI & KRISS (1971) comprovaram a presenga destes no soro
de cerca de 50% dos pacientes com doenga de Graves. MC LACHLAN &
RAPOPORT (1992), durante pesquisa realizada em populagdo de individuos

normais, encontraram, sobretudo no sexo feminino, 10% dos casos apresentando
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anticorpo antimicrossomal € sugerem que este scja um excelente ndicador de
processo inflamatdrio na glandula tirdide.

Aponta-se também a existéncia de imunoglobulina estimuladora do
crescimento tiroideano (anticorpo estimulador do crescimento tiroideano -
TGSAD) na doenga de Graves e alguns bocios eutiroideanos agindo através de
outra via que nfio da adenilciclase (DREXHAGE et al, 1980; WILDERS-
TRUSCHNIG et al., 1990).

Foram identificados vérios sistemas antigénicos envolvendo
diferentes constituintes tiroideanos como: tiroglobulina, antigeno microssomal,
segundo antigeno coldide, antigenos da superficie celular e anﬁgenos
relacionados ao receptor de TSH (PINCHERA et al,, 1985). Classicamente, a
tiroglobulina ¢ o antigeno mais solvel do coléide e o microssomal, tipicamente
intra-citoplasmatico, estd associado as membranas do reticulo endoplasmatico
liso (ROITT et al,, 1964). Estudos subsegiientes evidenciaram que © MiCrosSomo
também seria expresso na superficie da célula tiroideana, mais especificamente
na borda apical microvilar e nfio poderia estar separado do receptor de TSH
(KHOURY et al, 1981; KHOURY, BOTTAZZO, ROITT, 1984; FENZI et al,,
1982; CHIOVATO et al., 1985).

A partir de fragBes de células de tiréide humana MARIOTTI et al,,
em 1979, realizaram a solubilizagio do antigeno microssomal permitindo, através
de técnicas de imunoprecipitagdo e “immunoblotting”, a identificagdo de sua
estrutura quimica glicoprotéica, de peso molecular entre 100 ¢ 110 kDa (KAJITA
et al., 1985; BANGA et al, 1985; HAMADA et al, 1985).

CZARNOCKA et al. (1985a)5) demonstraram que a fraglo
microssomal estaria antigenicamente relacionada a peroxidase tiroideana humana,
Auto-anticorpos que reagiam com tiroperoxidase (TPO) altamente purificada
foram detectados no soro de pacientes com doenga tiroideana auto-imune

contendo o anticorpo anfimicrossomal, independentemente da presenga de
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anticorpos antitiroglobulina, e RUF et al, (1987) através da produgdio de
anticorpo  monoclonal, comprovaram que ¢ antigeno “microssomal” era a
peroxidase tiroideana . Este anticorpo monoclonal ndo reagia com tiroglobulina,
mas ligava-se a preparagdes de TPO humana, bovina e porcina, lactoperoxidase
bovins e mieloperoxidase humana sem alterar suas atividades enzimaticas,

Na tentativa de esclarecer alguns aspectos sobre a fungdo do
anticorpo  antitiroperoxidase, OKAMOTO, HAMADA, SAITO (1989)
demonstraram que alguns anticorpos anti-TPO bloqueavam a atividade da
peroxidase tiroideana "in vitro” mas, a reago ndio se realizava com facilidade
(OKAMOTO et al,, 1991). Entretanto, quando SALLER, HORMANN, MANN
(1991) avaliaram a participagfio direta do anticorpo anti-TPO na atividade da
TPO ndio encontraram inibigo significativa da atividade enzimética em nenhum
dos soros investigados, seja de pacientes com doenga tiroideana auto-imune, seja
de individuos normais, provavelmente devido & natureza heterogénea deste
anticorpo.

KAWAI et al. (1993), estudando comparativamente aspectos
histologicos e séricos de pacientes com doenga de Graves e titulos varidveis de
TSHR-ADb S, sugeriram que aqueles em que os soros apresentavam TSHR';Ab S
indetectdvel estavam, talvez,em um estigio precoce ou pertenciam a um sub-tipo
da doenga. Esta poderia iniciar-se com infiltragio Iinfocitaria, seguindo-se
destruigio do epitélio folicular, liberagiio de horménios tiroideanos, recuperagio
do epitélio folicular e subseqiiente hiperplasia papilifera completa. Tais achados
histologicos sfio similares aos encontrados em alguns tipos de tiroidite de
Hashimoto em pacientes eutiroideanos, existindo, portanto, a possibilidade de a
doenga tiroideana auto-imune desenvolver-se a partir da mfiltracfio linfocitania.
As tirbides dos pacientes com TSHR-Ab S exibiram padrio histolégico com
hiperplasia papilifera mais acentuada, maior contetido de coldide ¢ minima
mfiliragio linfocitéria.
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soro de individuos normais, sem correlagdo com os titulos de anticorpo
antimicrossomal. A atividade citotéxica destes soros, localizada na fracio IgG
n#o seria, portanto, mediada pelo anticorpo anti-TPO e sim por fatores amda néo
identificados.

Através de método radiométrico, CHIOVATTO et al. (1993)
puderam detectar e quantificar anticorpos citotéxicos tiréide-especifico mediados
por complemento, além de observar seus efeitos em cultura de tiréide humana,
avaliando a porcentagem de lise celular especifica. Este indice foi maior ¢ mais
prevalente em pacientes com tiroidite de Hashimoto com bécio e em estado de
hipotiroidismo, sugerindo que estes anticorpos estavam implicados na destruicio
da glindula e levando a crer que a tiroidite sem bécio seria o estigio final da
destruigio auto-imune, resulfando na menor disponibilidade dos antigenos
tiroideanos. No entanto, como um tergo dos pacientes com tiroidite de Hashimoto
eutiroideanos apresentou tais anticorpos, sua presenga ndo implicaria,
necessariamente, em destraigo tecidual progressiva. Estes anticorpos nio seriam
os responsaveis pelo dano imicial da glindula, muito embora possam contribuir
para 8 destruigfio tiroideana logo que a estrutura folicular normal for rompida por
outros mecanismos. Na tentativa de identifica-los, diante da falta de relagiio com
titulos de anticorpos anti-TPO, surge a hipdtese de que outros antigenos
tiroldeanos seriam o alvo dos anticorpos citotbxicos.

Existe a possibilidade de o processa. auto-imune patologico na
doenca tiroideana iniciar-se com a quebra da integridade morfoldgica do foliculo
tiroideano, conseqilente extravasamento de tiroglobulina e formag#o do anticorpo
anti-tiroglobulina (ROITT, CAMPBELL, DONIACH, 1958), pois a membrana
basal e as jungdes firmes das células foliculares protegem a tiroglobulina do
sistema imunologico (KALDERON, BOGAARS, DIAMOND, 1973),

No entanto, os fatores responséveis e a comprovagio destas

alteragBes nfo estio devidamente estabelecidos ¢ ¢ comprometimento

e o
Y ]
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imunolégico da membrana basal folicular nas doengas trrotdeanas anto-imunes

ainda permanece pouco elucidado.

2.2- MEMBRANA BASAL:

O organismo ¢ formado por 2 tipos de componentes: parénguima ¢
tecido conjuntivo. O parénquima geralmente consiste de tecidos em que as
céhulas s¥0 adjacentes umas as outras € o tecido conjuntivo compde-se de células
distribuidas entre fibras de vérios tipos, como as frouxas ¢ as densas
(COPENHAVER, BUNGE, BUNGE, 1971). Entre parénquima ¢ tecido
conjuntivo existern camadas finas referidas como membranas  basais.
Teoricamente, ¢ ofganismo possul uma fmica e imensa membrana basal
separando todo o parénquima do tecido conjuntivo, exceto onde ha interrupglo,
como no epitého intestingl, on auséncia, como no figado (MC CLUGAGE,
LOW, ZIMNY, 1986).

TODD & BOWMANN (1857) descreveram-ng pela primeira vez
como membrana simples, fina, vitres, localizada na base do epitélio. Dentre o5
métodos tintoriais, a descoberta do écido periddico de Schff (PAS) para a
detecglio de carboidratos ricos em grupos 1,2 glicol foi um passo importante para
melhor evidenciar as membranas basais (HOTCHKISS, 1948). Sua
caracterizagdo bioquimica sofreu, inicialmente, intimeros contratempos devido a
natureza insolivel e quantidade limitada (TIMPL & MARTIN, 1982). O emprego
de procedimentos de cultura de células, especialmente do tumor de Engelbreth-

Holm-Swarm (EHS) de camundongo, veio facilitar o estudo de componentes da
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mermbrana basal, sobretudo através da extragio de seus componentes coldgeno IV
¢ laminina (TIMPL et al., 1979). Este tumor, originério de grupos celulares que
circundam a matriz extracelular, apresents propriedades bioquimicas semelhantes
As da membrana basal (ORKIN et al, 1977),

As membranas basais sio estruturas heterogéneas, altamente
especializadas, elétron-densas, constituidas por proteinas de matriz extracelular
de 20 a 200 nm de largura. Promovem a ancoragem de células adjacentes e
estimulos para a diferenciagdo, migragdo ¢ fendtipo celular, o que lhes confere
papel importante no desenvolvimento embriondrio e reparo tec:dual
Responséveis pela compartimentalizacio ¢ manutengfio da arquitetura tecndual
servem também como barreiras para a filtragiio de macromoléculas. Seus
componentes, normalmente produzidos e depositados pelas células adjacentes,
permanecem ancorados 4 matriz extracehular através de interagBes com receptores
celulares especificos (MARTINEZ-HERNANDES & AMENTA, 1983; TIMPL,
1989, BOSMANN et al., 1989). Compostas por glicoproteinas colagenas e nio
colagenas de 0.05 um de espessura, sio visiveis & microscopia Optica quando
utilizada coloragfio para detecgio de carboidratos (LEBLOND, GLEGG,
EIDINGER, 1957; TIMPL & MARTIN, 1982; MARTIN & TIMPL, 1987).

A membrana basal visualizada a microscopia eletrénica apresenta 3
carmadas associadas: l&mina lacida ou rara, amina densa e “pars fibroreticularis”™
{LEBLOND & LAURIE, 1986).

Segundo INOUE & LEBLOND {1988), a lamina lacida situada em
contacto com a membrana plasmatica das células é reluzente, fina (15465 nm)e
atravessada por filamentos. Justaposta s ela, a limina densa, elétron-densa,
geralmente com espessura uniforme (15 a 125 nm), € a camada mais proeminente
€ sua auséncia mmplica em falta de membrana basal. A “pars fibroreticularis” ¢ a
zona de transigho entre limina densa e tecido conjuntivo, consistindo em

estruturas semelhantes a fibras reticulares, microfibrilas e fibrilas ancoradouras.
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Na sua estruturs distinguimos os scguintes elementos principais:
colageno tipo IV, laminina, nidogénio ou entactina heparan sulfato de
proteoghicano e fibronectina (TIMPL & MARTIN, 1982; YURCHENCO &
SCHITTNY, 1990).

O COLAGENO IV é um componente caracteristico das
membranas basais. Seus mondmeros tém forma de um triplo bastiio helicoidal
com 390 nm de comprimento, com cadeia carboxi-terminal (C- terminal)
constituida por dominio globular ndo colageno (NC-1), e cadeia amino-terminal
(N-terminal) encontrando-s¢ no dominio 7S (BABEL & GEANVIELE, 1984),
Assim, na cadeia C-terminal, cads molécula contém um glébulo, podendo fundir-
se com o glébulo de outra molécula, enquanto na N-terminal cada molécula pode
ligar-se a 3 outras moléculas levando ao chamado coldgeno 7S (INOUE, 1989).
Uma de suas principais fungdes ¢ a formagfio de estruturas de sustentago
construidas através de conjuntos de mondmeros de coldgeno IV gerando grandes
agregados supra-moleculares. A caracterizacfio estrutural inicial das moléculas de
colageno IV sugeriu que, em conjunto, formavam uma rede ilimitada devido a
distribui¢fio alternativa dos dominios 78 e NC-1, entre os quais ocorria ligagiio
cruzada. (TIMPL et al., 1981). Estudos posteriores mostraram que a rede de
colageno IV era bem mais complexa, incluindo interagdes laterais ao longo da
heélice tripla e ligagio adicional dos demais segmentos NC-1 aos domimios da
hélice wipla (YURCHENCO & FURTHMAYR, 1984; TSILIBARY &
CHARONIS, 1986), podendo formar-se uma rede irregular “in situ” como
demonstrado através de microscopia eletrdnica por YURCHENCO & RUBEN
{(1987). O colageno IV possui, também, a capacidade de ligar-se a laminina,
proteoglicano, nidogénio e 4s proprias células (TIMPL, 1989).

A LAMININA ¢ o componente nfo colageno mais abundante da
membrana basal, apresentando estrutura Gnica em forma de cruz com distintas

propriedades de ligagio celular (TIMPL et al, 1979; ENGEL et al, 1981).
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Isolada do tumor EHS, com peso molecular de 900 kDa, compde-se de 3 cadeias
polipeptidicas: A (400 kDa), Bl ¢ B2 (220 kDa) ligadas entre si por pontes
dissulfidicas, havendo 3 bragos curtos (37 nm) ¢ 1 brago longo (77 nm), com
dominios terminais globulares. Durante a embriogénese parece ser a primeira
proteina da matriz extra-Celular (BECK, HUNTER, ENGEL, 1990), sendo capaz
de polimerizar-se "in vitro", através de interagles entre os dominios globulares
terminais na presencga de célcio (BECK et al., 1990). Liga-se ao colageno IV "in
vitro”, efetivamente, na presenca de nidogénio (AUMAILLEY et al, 1989) e
apresenta potencial de ligagio com o heparan sulfato de proteoglicano no
segmento C-terminal da cadeia A (EDGAR, TIMPL, THOENEM, 1984). Suas
principais fungdes envolvem a capacidade para interagir com célalas e modular o
comportamento celular, no que diz respeito 4 adesfio, polarizagio, propagacio,
migracdo, diferenciagfio celular e estimulagfio neuronal (DEUTZMANN et al,
1990). Possut atividade promotora do crescimento, muitas vezes comparavel &
atividade do EGF (fator de crescimento epidérmico) através de seu fragmento E1
{(PANAYOTOU et al., 1989). Existe ainda um processo de ligagdo das células 2
laminina mediado por receptores de infegrina, gue mmchu Interagles com
fosfolipideos e heparan sulfato (SONNENBERG et al., 1990).

ENTACTINA (CARLIN et al.,, 1981) ¢ NIDOGENIO (TIMPL et
al., 1983) sfio nomes diferentes para a mesma molécula (DURKIN et al.,, 1988,
MANN et al., 1989). Dotada de grande capacidade de hgagdo celular, apresenta
papel importante na sintese da membrana e remodelaglio tecidual, na
embriogénese, cicatrizacho e tumores metastiticos (WEBER, 1992),

O HEPARAN SULFATO DE PROTEQOGLICANO caracteriza-
se por um micleo protéico ligado de forma covalente s cadeias heparan sulfato,
conferindo & membrana basal propriedades de filtragio seletiva dependente de
carga (FARQUAHR, 1981). Existe como molécula de alta densidade (130 kDa)
(FUITWARA et al,, 1984), com distribuigio e papel fisiolégico desconhecidos
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de baixa densidade, ligada firmemente & membrana basal do EHS e presente em
varias membranas basais (PAULSSON et al, 1987b; YURCHENCO &
SCHITTNY, 1990).

A FIBRONECTINA, componente plasmético (300 ng/ml) e
também & maior glicoproteina do tecido conjuntive, com peso molecular de
450.000 kDa (HYNES & YAMADA, 1982), foi incorporada, recentemente,
como representante proprio da membrana basal (YURCHENCO & SCHITTNY,
1990). Os 2 tipos, plasmitica ¢ celular, s#c muito semelhantes em estrutura e
propriedades, sendo o hepaticito a principal fonte da plasmatica (VOSS et al,
1979). Sua funclio primordial estd na adesdo ¢ propagacio celular a substratos
s6lidos, como, por exemplo, plastico, coldgeno, gelatina e fibrina (KLEIMAN,
KLEBE, MARTIN, 1981), além da organizagio do citoesqueleto, transformagiio
oncogénica, migraclio celular, hemostasia e trombose, diferenciagio embrionaria
(HYNES & YAMADA, 1982). |

2.3- MEMBRANA BASAL DO FOLICULO TIROIDEANO:

Particularmente, a membrana basal folicular tiroideana (MBF)
localiza-se sob o epitélio folicular, com 30 a 50 nm de espessura, separada da
membrana plasmética epitelial por uma zona menos densa de 15 a 50 nm de
espessura (KLINCK, OERTEL, WINSHIP, 1970). A MBF envolve, de forma
continua, todos os foliculos seguinde o contorno epitelial, desempenhando papel
importante na prevengfo do extravasamento de tiroglobulina para o espago peri-
folicular (PFALTZ & HEDINGER, 1986).
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Alteragdes da membrana basal relacionam-se a intimeras doengas
metabblicas, infecciosas, neoplisicas e auto-imunes existindo exaustivas
pesquisas para a elucidaglo de seus mecanismos fisiopatoldgicos (MARTINEZ-
HERNANDES & AMENTA, 1983).

Apenas com o aparecimento de técnicas de colorago mais
sensiveis e especificas, tornou-se 6bvia a existéncia da membrana basal folicular,
despertando o interesse quanto a sua importdncia na patogénese da doenga
tircideana auto-imune. SOMMERS & MEISSNER (1954) analisaram a
membrana basal em tiroidite crénica, bdcio multinodular, adenoma folicular,
carcinoma papilifero e em tiréide normal, pelo método de MC MANUS &
MOWRY (1952) e coloragiio pela prata (MALLORY, 1938) encontrando, apenas
na tiroidite cronica, descontinuidade da membrana basal ¢ importantes alteragBes
difusas degenerativas, sobretudo acompanhando infiltragdo linfocitiria. Tais
evidéncias morfolGgicas seriam importantes na patogénese da tiroidite crénica
quanto a faléncia pa manutengo da continuidade estrutural da membrana basal
tiroideana,

STUART & ALLAN (1958) sugeriram haver relagdo entre
alteragbes da membrana basal folicular e a presenga dos anticorpos "antitiréide™.
Esta irregularidade da membrana levaria a0 escape de tiroglobulina do coléide
para ¢ tecido intersticial com subseqiiente reacfo inflamatoria, tornando estas
altera¢des de membrana basal 2 base da formacfio dos anticorpos anti-tirdide.
Posteriormente, em trabalhos sobre ultra-estrutura, observaram-se, 4 microscopia
eletrbnica, depdsitos elétron-densos na membrana basal de alguns foliculos de
tiroidite de Hashimoto, geralmente associados 2 presenga de plasmoécitos
(KALDERON et al., 1973). Comparando-se tiroidite de Hashimoto, doenga de
Graves ¢ bécio nodular constatou-se, & microscopia eletrbnica, a existéncia de

depésitos de imunocomplexos. Tais estruturas, ainda nfio muito bem elucidadas,
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foram verificadas nos pacientes com tiroidite ¢ doenga de Graves e n¥o naqueles
com bécio nodular (PFALTZ & HEDINGER, 1986).

CHARPIN et al. (1985), estudando ultra-estruturalmente a
distribuigiio de laminina na membrana basal de tirdide humana normal através de
imuno-histoquimica, evidenciaram-na como uma linha escura osmiofilica,
claramente separada da membrana plasmatica pela ldmina Hicida, fato sugestivo
de sua localizaglio na lamina densa. Esta expressdo ocorren de forma semethante
na membrana basal de tiréide normal, na doenga de Graves e adenoma folicular;
entretanto, notaram sua diminuic8o em carcinoma folicular pouco diferenciado.
Provavelmente existam fatores implicados nestas alteragdes como: sintese
diminuida da laminina, associagio defeituosa com outros componentes de
metmbrana basal ou envolvimento de proteases derivadas das células tumorais na
lise da membrana. Contudo, a perda de membrana basal ndo significa processo
maligno ¢ sua presenga nfio significa benignidade. Dados semelhantes haviam
sido encontrados por MIETTINEN & VIRTANEN (1984) estudando laminina e
colAgeno IV através de imuno-histoquimica. Outros autores constataram auséncia
destes componentes em tumores francamente invasivos ¢ a preservacgiio da
membrana basal na quase totalidade dos casos de tumores encapsulados
(KENDALL et al., 1985),

Estudo de colageno IV, laminina ¢ heparan sulfato de proteoglicano
dos diversos processos patolégicos tiroideanos foi realizado por KATOH et al,
(1993), demonstrando distribuigéio irregular e interrupgiio da membrana basal em
areas de invas#o em carcinoma papilifero, chegando completa auséncia em
algumas areas. O carcinoma anaplasico mostrou escassez ou perda total da
membrana basal epitelial. Em tirbide normal e de doenga de Basedow-Graves
mostrou-s¢ como linha continua, ao contrério de tiroidite de Hashimoto, em que
existiram interrupgdes da membrana, sobretudo em &reas de infiltrado linfocitério

ou fibrose,
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Foi observada uma relagio entre gumento de niveis séricos de
colageno IV e de horménios tiroideanos, provavelmente devido 80 estado
hipermetabélico, podendo este ser considerado como marcador do estado de
hipertiroidismo (INUI et al, 1992; SHIMA et al.,, 1992; SENDA et al., 1993).
Existem na Sindrome de Goodpasture ¢ em alguns tipos de glomerulonefrites,
anticorpos anti-colégeno IV, especialmente contra fragdes dos dominios NC-1 e
78 (KEFALIDES et al., 1993)

Dentre os processos patolégicos em que podem existir ﬁiveis
séricos elevados de laminina destacam-se: doenga hepética cronica ativa
(GRESSNER, TITTOR, KROPF, 1988}, artrite reumatéide, tumores e diabetes,
KROPF, GRESSNER, JOSEPH (1989) demonstraram niveis elevados de
laminina em soro de pacientes hipertiroideos, ndo correlacionados aos niveis de
horménios tiroideanos, provavelmente devendo-se 4 ativaglio geral inespecifica
do metabolismo celular.

Por sua vez, BERNARD et al. (1986) encontraram anticorpos
antilaminina em 15% de individuos normais. Em pacientes com ftripanossomiase
(TOWBIN et al, 1987), intoxicagdo por metais pesados (BERNARD et al.,
1987), glomerulonefrite pés-estreptocdccica (KEFALIDES et al., 1986), e lapus
eritematoso sistémico também sio demonstrados anticorpos antilaminina de
mancira independente dos niveis séricos de laminina A presenca dos auto-
anticorpos, juntamente com os antigenos, estaria implicada pa formacdo de
imunocomplexos patolégicos (SCHECHTER & LOPES, 1990).

A interagéio dos elementos da membrana basal entre si ests altersda
nas doengas neoplésicas, pois as células tumorais podem sintetizar, provocar lise
ou induzir a produgio de matriz extracelular pelas células padrio (LIOTTA,
1984). Os processos de adesdo e destruigdo da membrana basal so considerados
como etapas necessarias para as células oncogénicas extravasarem e formarem
metastase (LIOTTA, RAO, WEWER, 1986). Estudos demonstram receptores de
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laminina em células neoplasicas (TERRANOVA et al, 1983), macrofagos
(HUARD, MALINOFF, WICHA, 1986), linfocitos granulécitos (BRYANT et al,,
1987) e bactérias patogénicas (SWITALSKI et al, 1984; LOPES, REIS,
BRENTANI, 1985). Portanto, os niveis plasmaticos de laminina poderiam servir
de marcadores de alteragBes de membrana basal em tumores invasivos e doengas
inflamatérias, havendo a possibilidade de este material liberado induzir resposta
imunoldgica através da quebra dos mecanismos de toler@ncia dos antigenos
reconhecidos como proprios e levar & produgiio de auto-amficorpos
(SCHECHTER & LOPES, 1990).

Estas observagbes abririam novos horizontes & pesquisa das
doengas suto-imunes. A possivel associagio entre a ocorréncia de anticorpos
antimembrana basal e fatores genéticos ou ambientais poderia contribuir para um
methor entendimento dos mecanismos envolvidos no aparecimento ¢ na
imunopatogénese destes auto-anticorpos em humanos (BERNARD et al,, 1986).

Até o presente, niio encontramos estudos verificando a existéncia
de anticorpos anticolageno IV ou antilaminina em processos tiroideanos auto-
immumes, nem as caracteristicas morfologicas detalhadas relacionando membrana

basal e doenga tiroideana auto-imune.



2.4- JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS:

A tiroperoxidase e a tiroglobulina sdo componentes do foliculo
tiroideano que podem ser expressos na superficie da célula em doenga tiroideana
aufo-imune. A membrana basal, como componente normal da estrutura folicular,
tem merecido atengio gquanto & sua provével participacdo nos processos
mflamatorios da tirdide.

A possivel relagiio entre alteragBes de membrana basal e presenca
dos anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina na tiroidite crénica vem sendo
aventads desde a década de 50 ( STUART & ALLAN, 1958). Os autores
lancaram a hipétese de haver escape de coldide para o intersticio através da
irregulanidade da membrana basal folicular, com conseqiiente reacfio inflamatéria
e formagio destes anticorpos.

Além disto, as consideragdes realizadas por KAWAL et al. (1993)
sobre a cronologia do processo fisiopatolgico na doenga tiroideana auto-imune
sugerem que o inicio desta seria através de infiltragiio linfocitaria intratiroideana,
destrui¢do dos foliculos, liberagio de horménios tiroideanos, recuperaciio do
epitelio folicular ¢, finalmente, hiperplasia papilifera completa e levam-nos a
reforgar a hipbtese de um possivel engajamento dos componentes de membrana
basal na etiopatogenia da doenga tiroideana auto-imune. Dessa forma, temos

como objetivos:
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- Identificar anticorpos anticoldgeno IV e antilaminina em soro de pacientes com

doenga tiroideans auto-imune.

- Estudar e caracterizar a expressio de colégeno IV ¢ laminina em tecido

tiroideano normal ¢ doenca tiroideana auto-imune.

Acreditamos que os objetivos delineados neste trabalho venham
acenar com novas perspectivas que poderfio contribuir para o entendimento da

imunopatologia da doenga tiroideana auto-imune.
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3- CASUISTICA, MATERIAL E METODOS:

3.1- CASUISTICA:

3.1.1- POPULACAO DE REFERENCIA:

A populagiio de referncia constituiu-se de pacientes atendidos nos
Ambulatérios de Doenga Tiroideana Auto-imune ¢ de Doenga Nodular
Tiroideana da Disciplina de Endocrinologia, ou operados nas Disciplinas de
Cirurgia Toracica ou Cabega ¢ Pescogo da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM} e doadores do Banco de Sanguwe do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

3.1.2- POPULACOES DE ESTUDO:

3.1.2.1- a) Estudo sérico:
A populacio para o estudo sérico constou de 36 pacientes na faixa
etaria enfre 5 e 64 anos, sendo 31 do sexo femimino e 5 do sexo masculing,

portadores de doengas tiroideanas discriminadas como se segue:
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- 11 pacientes com Doenga de Bascdow Graves, de 15 a 53 anos (média de 33.9
anos), sendo 10 mulheres e 1 homem:

- 11 pacientes com Tiroidite de Hashimoto, de 14 a 64 anos (média de 37.6
anos}, sendo 8 mulheres e 3 homens;

- 3 pacientes com hipertiroidismo de etiologia nfio auto-imune, sendo 4 adenomas
toxicos ¢ um bécio multinodular tOxico, de 45 a 63 anos (média de 55 anos},
todos do sexo feminino;

- 5 pacientes com hipotiroidismo nfo auto-imune, 3 por defeito de sintese
hormonal, 1 por hemi-agenesia de tirdide e 1 por agenesia de tirdide, de 2 m a 18
& (média de 10.2 anos); destes, 4 sdo do sexo feminino € 1 do sexo masculino;

- 4 pacientes com patologia tiroideana nfo auto-imune, eutiroideanos,
apresentando bécio multinodular atdxico, de 28 a 60 anos (média de 44.7 anos),
todas mutheres.

b} Estudo morfolégico:

A populagiio do estudo histopatolégico foi de 30 pacientes com
tiroidopatia, na faixa etiria de 14 a 64 anos, 24 mulheres e 6 homens,
distribuindo-se do seguinte modo:

- 11 pacientes com Doenga de Basedow Graves, 14 a 32 anos (média de 24.2
anos), sendo 9 do sexo femumino e 2 do masculino;

- 7 pacientes com Tiroidite de Hashimoto, 37 a 64 anos (média de 49.8 anos),
sendo 6 do sexo feminino e 1 do masculino;

~ 3 pacientes com hipertiroidismo de etiologia nfio auto-imune, todos com
adenoms toxico, 42 a 49 anos (média de 453 anos), sendo 2 mulheres e 1

homem;
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.~ 9 pacientes com doenca tiroideana sem alteragfo funcional, todos com bdcio
multinodular atéxico, 37 a 62 anos (média de 48.4 anos), sendo 7 do sexo

fernine e 2 do masculino.

Os critérios diagnésticos bascaram-se em informagfes clinicas,
laboratoriais e histolégicas. Os exames histopatologicos foram analisados em

coloraglio pela hematoxiling e eosina.

O diagnéstico clinico da DOENCA DE BASEDOW-GRAVES
fundamentou-se nos achados de tirotoxicose, bocio difuso e aspectos infiltrativos,
como oftalmopatia, dermopatia e acropaquia. A confirmagio laboratorial da
tirotoxicose realizou-se através de dosagens séricas elevadas de tiroxina livre
(T4L) e de tirotrofina ultra-sensivel (TSH-us) diminuidas e a sugestio da origem
auto-imune através da  verificagio dos anticorpos antimicrossomal e
antitiroglobulina (WOEBER, 1986). Consideramos os pacientes antes do inicio
do tratamento, em atividade de doenga, como portadores de TSHR-Ab 8. O
exame anatomo-patoldgico basecu-se na verificagdio de hipertrofia e hiperplasia

celulares, e 4reas de infiltrado linfocitario (OERTEL & L1 VOLSI, 1986).

Os pacientes com TIROIDITE DE HASHIMOTO foram
identificados através das manifestagdes clinicas de hipotiroidismo, com ou sem
bocio, sends este geralmente de pequenas dimensbes, quando presente. O
esclarecimento sobre a origem priméaria da tiroidopatia foi realizado por dosagens
de T4L diminuido ¢ TSH-us elevado, avaliando-se o componente auto-imune
através dos anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina (VOLPE, 1986). Os
aspectos histologicos da Tiroidite de Hashimoto sfio semelhantes a0s da Doenga

de Basedow-Graves, diferindo quanto & presenga de foliculos tiroideanos
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atréficos, geralmente envolvidos por infiltrado de linfocitos (OERTEL & LI
VOLSI, 1986).

Os pacientes com ADENOMA TOXICO ou nédulo tiroideanc
autdnomo funcionante poderiam apresentar-se em eutiroidismo ou tirotoxicose, A
cintilografia com 1131 identificou maior captagio do isétopo pelo nédulo em
relagio ao restante da glindula, havendo a comprovaglio da funcfio autdnoma
através da auséncia de supressio do nddulo apés administraglio oral de
triiodotironina (T3) durante 10 dias, e/ou aumento da captagio pelo tecido
tiroideano extranodular apls injegdo intramuscular de TSH. Foram avaliados os
niveis de T4L e TSH-us confirmando a tirotoxicose e ds anﬁéarpos
antimicrossomal e antitiroglobulina analisados para afastar coincidéncia com
doenga tiroideana auto-imune. O diagnéstico histolégico baseou-se no encontro
de nddulo solithrio, encapsulado, de arquitetura interna com foliculos de tamanho
uniforme e o restante da glandula composto de tecido normal suprimido ou com
micronddulos (MC CONAHEY, 1986),

A hipétese diagnéstica de BOCIO MULTINODULAR ATOXICO
realizou-se através do aumento nodular da glandula tirdide 4 palpagio e
eutiroidismo clinico € a confirmagio com exame ultra-sonogrifico da tirdide e
dosagens de T4L ¢ TSH-us. Os anticorpos antimicrossomal e autitiroglobulina
foram colhidos para afastar doenga auto-imune (STUDER & GEBEL,1986). Ao
exame anatomo-patoidgico havia noédulos com cépsula pouco evidente,
arquitetura variada, didmetro de imm a 10-12 om, e foliculos de tamanho variade
(OERTEL & LI VOLSI, 1986).

As populages dos estudos sérico ¢ morfolégico nilo puderam ser as

mesmas, devido ao mimero restrito de pacientes com indicacdio de tiroidectomia
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em Doenca de Basedow Graves, adenoma toxico e bdcio multinodular atéxico ¢
por nfic haver, praticamente, indicagio de tiroidectomia para Tiroidite de
Hashimoto ou tiréide normal. Tais fatos tornariam extremamente longo o tempo
de observaclic dos pacientes, dificultando o processo de selegfio. Entretanto,
procuramos abranger as diversas situagles existentes nestas doengas no tocante 4

funclo tiroideana e presenga dos anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina.

3.1.22- POPULACAO CONTROLE COM CARACTERISTICAS
NORMALIS:

a) Soros de 10 individuos-controle normais obtidos de doadores do Banco de
Sangue do Hospital das Clinicas da Unicamp, sem evidéncias de infecgBes ou
antecedentes de outros processos patoldgicos, foram pareados quanto 80 sexo e
faixa etaria da populagdo de estudo . Para o controle de soro reativo ao colégeno
IV, utilizamos soro de coetho com anticorpo policlonal monoespecifico
anticoligeno IV, produzido ¢ testado no Laboratério de Imunologia Clinica da
FCM-UNICAMP. O controle positive de reagio 4 lamimina realizou-se com
anticorpo antilaminina origindric de camundongo, produzido e gentilmente

cedido pelo Instituto Pasteur, Paris, Franga.

b) Foram obtidas 10 amostras de tecido tiroideano normal a0 exame anatomo-
patolégico, havendo 7 de individuos que sofreram laringectomia e 3 com
tiroidectomia por carcinoma papiliferc. Seia eram do sexo mascalino e 4 do sexo

feminino, de 38 a 62 anos (média de 52 anos). Todos se encontravam em
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eutiroidismo clinico e os pacientes com carcinoma papilifero obtiveram a
adequada confirmagio laboratorial.

3.1.3- SELECAQ DOS PACIENTES:

3.1.3.1- CRITERIOS DE INCLUSAO:

a) Estudo sérico:

Os pacientes com DOENCA DE BASEDOW-GRAVES estavam
clinica ¢ laboratorialmente em tirotoxicose ou eutiroidismo decorrente de
tratamento com drogas antitiroideanas e apresentavam dados quanto aos niveis de
anticorpos amtimicrossomal e antitiroglobulina. Dos pacientes estudados, 8
estavam em tirotoxicose, momento prévio ao tratamento e 3, usando medicagio
antitiroideana, em eutiroidismo. Quatro aprescntavam somente 0 anticorpo
antimicrossomal em titulos elevados; em 4, ambos os anticorpos eram positivos e

em 3, ambos negativos.

Os pacientes com TIROIDITE DE HASHIMOTO estavam em hipo
ou eutiroidismo devido a reposigdo oral de tiroxina, além de constar dosagem de
anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina, Destes, 7 nfo haviam sido
tratados, estando, portanto, em hipotiroidismo e 4 em eutirotdismo, devido 2
reposicho hormonal. Trés pacientes apresentavam apenas o anficorpo
antimicrossomal em ftitulos elevados, 2 somente o antitiroglobulina, 5

apresentavam ambos positivos € wm paciente mostrava-os dentro da normalidade.
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Para pacientes com ADENOMA TOXICO os critérios eram
semelhantes aos da Doenga de Basedow-Graves. Trés pacientes estavam sem
terapfutica com antitiroideancs e 2 aguardavam o ftratamento abiativé em
eutiroidismo, 8s custas da medicagfio. Os pacientes nfio spresentaram anticorpos

antimicrossomal ou antitiroglobuling em titulos acima do normal.

Os portadores de HIPOTIROIDISMO NAO AUTO-IMUNE
seguiram os critérios de Tiroidite de Hashimoto. Em todos os pacientes o soro foi
colludo antes do inicio do tratamento, portanto em hipotiroidismo e em nenhum
detectaram-s¢ os anticorpos antimicrossomal ou antitiroglobulina em titulos

elevados.

b} Estudo morfologico:

Para a avaliagio da tirdide em condigBes ideais na DOENCA DE
BASEDOW-GRAVES senia preferivel que os pacientes estivessem em atividade
de doenga e sem tratamento algum; no entanto, nesta situacfio, praticamente, niio
ha mndicagdes cirargicas, devido ao maior risco existente no estado de
tirotoxicose. Além disso, geralmente propde-se, de inicio, a administraciio de
drogas antitirotdeanas e, portanto, a cirurgia como primeira opefo de tratamento,
fere a propria ética médica. Partindo-se desta premissa, incluimos no estudo
pacientes com indicagfio cinirgica habitual: em eutiroidismo ou tirotoxicose leve,
usando drogas anti-tiroideanas ou medicagBes que diminuam os niveis de tiroxina
girculante. A cirurgia for motivada por no adesio do paciente ao tratamento
clinico, processos alérgicos ou tOxicos reacionais 4s drogas antitiroideanas.

Foram submetidos a detecgfic dos anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina,
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Sete pacientes estudados estavam em uso de drogas antitiroideanas, metimazol ou
propiltiouracil ¢ 4 utilizavam propranolo!l ou carbonato de litio. Todos estavam
eutirotdeos ou em discreta tirotoxicose clinica e laboratorial. Em 7 deles somente

0 anticorpo anti-microssomal era positivo e em 4 ambos o eram.

Os pacientes com TIROIDITE DE HASHIMOTO selecionados
deveriam preencher os critérios histopatologicos, no importando se
funcionalmente estivessem em hipo ou eutiroidismo, pois praticamente inexiste
indicaglo cirlrgica para tais pacientes, excetuando-se as raras situagdes
associadas de carcinoma ou nédulo suspeito. A avaliagio dos anticorpos
antimicrossomal e antitiroglobulina era necessaria, mas sua auséncia nfc excluia
o paciente. Em nossa casuistica, 6 pacientes com diagnéstico anatomo-patoldgico
de Tiroidite de Hashimoto sofreram tiroidectomia por bocio nodular benigno que
estivera sob suspeigio € em um paciente esta acompanhou laringectomia. Todos,
exceto um paciente em hipotiroidismo, encontravam-se em eutiroidismo clinico.
Na paciente laringectomizada niio foi possivel realizar as dosagens laboratoriais
precedendo a cirurgia, a0 contrario dos 6 restantes. Dois pacientes apresentavam
somente ¢ anticorpo antimicrossomal em titulos elevados: em 3 deles ambos os

anticorpos eram positivos e em um paciente eram negativos.

Os critérios para incluslio dos pacientes com ADENOMA TOXICO
eram similares aos da Doenga de Basedow-Graves, A realizacfio da cirurgia com
o paciente em franca tirotoxicose ndo ocorren por motivos semelhantes aos dos
outros pacientes com hipertiroidismo. Em relagio a2 medicamentos, estavam
usando metimazol ou propiltiouracil ¢ em eutiroidismo climico e laboratorial.
Nenhum deles apresentava os anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina em

BiVes anormais,
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A aceitaglo dos pacientes com BOCIO MULTINODULAR
ATOXICO baseou-se nos exames clinico ¢ ultra-sonografico da tiréide. Os 9
pacientes estudados obtiveram indicacdo cirtrgica devido a sinais ¢ sintomas de
compressio local ou motivos estéticos. Todos eram eutiroideanos clinica e
laboratorislmente e nfio apresentavam titulos anormais dos anticorpos

antimicrossomal ¢ anti-tiroglobulina,

3.1.3.2- CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Eram excluidos os pacientes com associagio de outras doengas
auto-imunes, degenerativas e infecciosas, além de desnutrigdo, alcoolismo e
deficiéncias imunologicas.

Os pacientes com adenoma téxico e bocio multinodular atéxico que
apresentaram anticorpos séricos antimicrossomal ou antitiroglobulina foram

excluidos dos respectivos grupos.

3.2- MATERIAL E METODOS

3.2.1- OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS DE SORO:



As amostras de sangue foram coletadas por veno-punclio, sem

anticoagulante e os soros separados por centrifugacdo e armazenados a -20°C até
sua utilizacio.

3.2.2- ANALISES SOROLOGICAS :

A determinaglo dos niveis dos anticorpos antimicrossomal e
antitiroglobylina foi realizada através de radioimunoensaio, empregando-se kits
comercials para anficorpo antimicrossomal e anfitiroglobulina ("Serono
Diagnostics S.A"., EUA), com valores normais de referéncia menores que 100
Ul/md.

Os niveis de tiroxina livie (T4 L) e tirotrofina ultra-sensivel (TSH-
us) foram avaliados utilizando-se método imuncenzimatico fluorimétrico através
de kits comerciats (“Baxter Diagnostics Inc.”, EUA), apresentando valores
normais de 4.5 a 12 ng/dl e 035 a 4.5 mUl/ml, respectivamente. Os soros
coletados de pacientes em lupertiroidismo clinico e laboratorial por doenga de
Graves, antes do imicio do tratamento, foram considerados como proizs’weis

portadores de TSHR-AD S,

3.2.3- ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS:

A eletroforese em gel de poliacrilamida realizada em placa vertical
de vidro lavada e desengordurada seguiu basicamente o método de LAEMMLI
{1970), modificado por SAUAIA & LAICINI (1977), com adaptagdes
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desenvolvidas no Laboratoric de Imunologia Clinica e Alergia (LICA) da
Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia da FCM-UNICAMP,

As amostras do material a ser estudado, adicionou-se, na proporgio
de 1:1, soluglio de TRIS-HCI 0.187 M, pH 6.8, com 6% de SDS, EDTA 6 mM,
0.003% de azul de bromofenol e 25% de glicerol. Realizou-se, entdo, a reduglio
das pontes dissulfidicas acrescentando-se 2-mercaptoetanol a 10% e em seguida,
fervura durante 2 minutos.

A eletroforese apresentava as seguintes caracteristicas:

- dimensGes da placa: 14 cm de comprimento
16 cm de largura
0.2 cm de espessura
- concentraciio do gel: gel de empithamento a 5%
gel de separagfio a 7 ou 8%
- gmperagem: 40 mA durante todo 0 processo

Foi utilizado o corante azul de bromofenol para orientagfio quanto a
extensdio da migracéio, sendo interrompida a corrente quando a linha do corante
atingia 1 om da borda inferior do gel. Os pontos de referéncia foram tomados
através de padrio contendo proteinas de peso molecular conhecido: miosina de
misculo de coetho de 205 kDa; B galactosidase de Escherichia coli de 116 kDs;
fosforilase b de miisculo de coelho de 97.4 kDa; albumina bovina de 66 kDa,
ovealbumina de 45 kDa e anidrase carbbnica de eritrdcitos bovinos de 29 kDa
(MW-SDS-200 para pesos moleculares , Sigma Chemical Co., EUA).

Para a coloragdo dos peptidecs separados ao longo do gel foi
utilizada sotugio com Coomassie Brillant Blue R 250 0.2%, metanol 45% e acido
acético 10% durante uma noite. A retirada do excesso de corante foi feita com
solugdo de metanol 45% e 4cido acético 10%, seguindo-se secagem e

documentagao.
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3.24- ELETROFORESE DFE TRANSFERENCIA SEGUIDA DE
"IMMUNOBLOTTING": |

Inicialmente foram  realizadas cletroforeses em gel de
poliacrilamida-SDS como descrito acima, sendo aplicados 50 ug de colageno tipo
IV (cod. C7521, 4cido solavel, de placenta humana, Sigma Chemical Co.,, EUA)
ou laminina (cod. 12020, de membrana basal de sarcoma de EHS em
camundongo, Sigma Chemical Co., EUA) em cada pogo. Apbs a eletroforese das
amostras, tranportou-se o gel para a cuba de transferéncia empregando-se tampéo
TRIS 24.8 mM, glicina 192 mM, pH 8.3, acrescido de metanol a 20%. Iniciou-se
& eletroforese e transferéncia do material contido no gel para membrana de
nitrocelulose (cod. 162-0115, 0.45 um, Bio-Rad Laboratories, EUA), sob
temperatura de 4°C, durante wma noite, fixando-se a corrente em 50 mA, segundo
& técnica descrita por TOWBIN, STAEHELIN, GORDON (1979), modificada
por DE BLAS & CHERWINSKI (1983), com adaptacdes elaboradas no LICA.

Apbs a eletroforese, a membrana era cortada em tiras e estas
acondicionadas em cubetas distintas com tampdo de levagem (PBS sem azida),
procedendo-se a 3 trocas, durante § minutos cada, 4 temperatura ambiente sob
agitaco branda. Apds a aspiragfo, adicionou-se soluglo de blogueio dos sitios de
ligagdo inespecifica composta por soro fetal bovino (SFB) 3% ¢ gelatina 0.03%
com Tween 20 0.05%, em PBS sem azida sob agitagdo branda, a temperatura
ambiente, durante 60 minutos. Nova aspiragdo era realizada, assim como 3 trocas
com tampdo de lavagem, durante 5 minutos cada, Prossegmiu-se & incubagdo dos
soros de individuos normais e dos de pacientes com doenga tiroideana auto-
imune, diluidos 1:50 para ensaios utilizando-se como antigeno o coldgeno IV e

1:200 para 0s com laminina; também 1-200 para os controles positivos tanto com
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anticorpo anticolégeno IV quanto com antilaminins, em SFB 1.5% ¢ gelatina
0.015% com Tween 20 0.025%, em PBS sem azida duranfe uma noite, g 4°C.
Aspirava-se a solugfio, seguindo-se a lavagem com 3 trocas de tampo de 5
minutos cada, & temperatura ambiente. Seguiu-se incubaclio das tiras de
membrana durante uma hora com IgG de cabra anti-IgG humana conjugada com
peroxidase {Abbot Laboratérios do Brasil, diluigio 1:2000), na proporgéo de 0.3
ml: 20 mi de SFB 1.5% ¢ gelatina 0.015% com Tween 20 a 0.025% em PBS sem
azida, & temperatura ambiente, sob agitagiio branda. A aspiragfio e 3 trocas com
tampdo de lavagem eram repetidas para dar inicio A incubagfio com solugdo de
3’% diamino-benzidina (DAB, Sigma Chemical Co, EUA), filtrada antes de sua
utilizagio e em que 50 mg cram dissolvidos em 100 ml de PBS sem azida.
Adicionava-se, entio, solugfio de cloreto de cobalio a 1% (1 ul/ml) deixando-se
agitar brandamente por cerca de 15 minutos, 4 femperatura ambiente, para se
proceder & revelagio com solugiio de H202 30% (1 u¥/ml). Apds este momento,
prosseguiu-se & aspiragio e interrupfio da reaglo com &gua deionizada. A
documentagho realizou-se através do processamento das imagens colhidas por

“scanner” e fotografadas posteriormente,

3.2.5- COLETA E PREPARO DO TECIDO TIROIDEANO:

As amostras dos fecidos utilizados foram cedidas pelo
Departamento de Anatomia Patoldgica da FCM-UNICAMP, assim como a
realizaghio do preparo das pecas e coloragiio por hematoxilina e eosina,

Os tecidos eram retirados e imersos em formalina 10% por um
periodo minimo de 24 horas. Seguiu-se secgdio em blocos e incluso em parafina
pelos métodos habituais.



3.2.6- MICROSCOPIA OPTICA.

Os diagndsticos foram analisados e confirmados por médicos
patologistas do Departamento de Anatomia Patoldgica da FCM-UNICAMP.

Os fragmentos de tecido incluidos em parafina provenientes de
tiréide humana normal, de doenga de Graves , tiroidite de Hashimoto, adenoma
toxico e bécio multinodular atéxico foram cortados em micrétomo com Sum de
espessura e colocados sobre ldmina para microscopia. Proceden-se & colorago
por hematoxilina ¢ eosina (HE) pelos métodos habituais para a selegio dos
blocos mais adequados e posterior processamento  das reacdes imuno-

histoquimicas. A visualizacfio foi realizada em microscopio dptico comum,

3.2.7- TECNICA DE IMUNO-HISTOQUIMICA;

Os procedimentos de imuno-histoquimica foram realizados no
Laboratério de Patologia Experimental (LAPE) do Centro de Atendimento
Integrado 4 Saiide da Mulher (CAISM) da FCM-UNICAMP, através da técnica
da estreptavidina-biotina-peroxidase, descrita por HSU, RAINE, FANGER
(1981), com algumas adaptagdes realizadas no LAPE.

Os cortes histologicos de 6 um de espessura dos blocos de parafing
selecionados foram colocados em laminas previamente lavadas, desengorduradas
¢ silanizadas, permanecendo em estufa a 60°C durante um minimo de 24 horas.
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Os cortes foram desparafinados através de um banho de xilol a 60°C, por 15
minutos ¢ 2 banhos de xilol, & temperatura ambiente, por 10 minutos cada. Em
seguida foram hidratados com gradiente crescente de 4lcoois: 3 banhos de &lcool
absoluto, 2 minutos cada; uma vez em Alcool 80%, 2 minutos; uma vez em slcool
50%, 2 minutos; todos 4 temperatura ambiente. Procedeu-se & lavagem em dgua
corrente por 2 munutos € a um banho em agua destilads, para entio se realizar o
blogueio da peroxidase endogena através da incubagio por 15 minutos em
solugdo a 3% de H202 30% em metanol. Seguiv-se lavagem em agua corrente e
destilada, banho em PBS_ 3 temperatura ambiente.

A digestio enzimética foi feita com pepsina (Pepsin, Sigma
Chemical Co., EUA, cédigo P 7012) 0.4 g em 100 ml HCI 0.01 N (0.4%),
incubando-se as laminas por 2 horas, a 37°C, com lavagem posterior em dgua
corrente e passagem por 4gua destilada. Os cortes foram colocados em tampdo
citrato ImM, pH 6.0, submetidos 3 irradiagdo por micro-ondas, a 70°C, por §
minutos, repetindo-se o procedimento por 2 vezes, deixando-se esfiiar por 10
minutos. Seguiu-se a incubagio com  solugdo para bloqueio de reagbes
inespecificas composta por soro normal de cavalo a diluigfo 1:10 em BSA 0. 1%,
por 20 minutos, em cimara tmida, 3 temperatura ambiente, com subseqiiente
retirada do excesso de soro, sem lavagem posterior.

O periodo de incubagfio com o anticorpo primario anticolageno IV
(Dakopatts, Denmark, cédigo M785, monoclonal, produzido em camundongo, a
diluigio de 1:100 em BSA 0. 1%) ou antilaminina (Sigma Chemical Co., EUA,
monoclonal, 4 diluico de 1:1000 em BSA 0.1%) foi de uma noite, a 4°C, em
cémara timida. Na manha seguinte retirava-se 0 excesso do anticorpo, realizando-
s¢ 3 lavagens em PBS de 5 minutos cada, & temperatura ambiente, A incubagiio
com o anticorpo secundario biotinilado {Imunoglobulina porcina biotinilada anti-
cabra, camundongo, coetho, Multi Link, cod. n° E453, Dako, Denmark), diluido
a 1:150 em tamp3o PBS com azida sédica 0.02%, durava 30 minutos em cAmara



umida, & temperatura ambiente, seguida de outras 3 lavagens em PBS, de 5
minutos cada, & temperatura ambiente. Incubava-se entdio com o complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABComplex, cod. n° K377, Dako
Corporation, USA) na diluicio 1:10 em tampdo TRIS-HCI 0.05 M, pH 7.6, por
30 minutos, em cdmara timida, 3 temperatura ambiente e posterior lavagem em
tampio PBS.

A coloragiio com DAB (3.3 tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina,
Sigma Chemical Co., codigo D 5637) 40 mg dissolvidos em 160 mi de tampso
PBS e 40 ul de H2O2 30%, realizou-se & temperatura ambiente, em banho de 2 3
3 minutos on até a visualizaglio de coloragdo levemente acastanhada dos cortes,
para, em seguida, se proceder & lavagem em dgua corrente e passagem em agua
destilada. A contra-coloragéio com Hematoxilina de Mayer durante 30 segundos,
& temperatura ambiente, foi seguida por lavagem em fgua corrente ¢ destilada,
passagem em 4gua amoniacal, lavagem em dgua corrente ¢ passagem em dgua
destilada. A desidrataciio foi feita em pradiente crescente de alcoois: uma vez em
alcool 50%, uma vez em éalcool 80% , 3 vezes em dlcool absoluto € passagem em
3 xilois para a montagem das ldminas com Entellan (Merck, n° 7961). O controle
positivo intemo dos cortes foi avaliado através da coloragfio da membrana basal
de vasos. A observaciio dos resultados foi feita em microscopio dptico comum, A

documentagdo fotografica realizou-se atraves de fotomicroscopio.

3.2.8- REAGENTES UTILIZADOS:

Os reagentes utilizados sem a citagdo da procedéncia eram produtos
"pro analise”. '
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RESULTADOS




4- RESULTADOS :

Os resultados dos procedimentos realizados serdo apresentados de

acordo com a seguinte segiiéncia;
4.1) Pesquisa de anticorpos séricos anticoligeno IV e antilaminina em pacientes
com doenga tiroideana auto-imune,

4.2) Expressiio de coldgeno IV e laminina na doenga tiroideana auto-imune

4.1) PESQUISA DE ANTICORPOS SERICOS ANTICOLAGENO IV E
ANTILAMININA EM PACIENTES COM DOENCA TIROIDEANA
AUTO-IMUNE

a) Eletroforeses de referéncia em gel de poliacrilamida-SDS:

Através da realizagio de eletroforeses em gel de poliscrilamida-
SDS a 7%, foram demonstrados diferentes peptideos pertencentes ao
COLAGENO 1V, reduzido e desnaturado. Pudemos verificar padriio compativel
com o encontrado na literatura (DIXIT & GLANVIELE, 1982).

Caracteristicamente, na forma nfio reduzida existe limitagdo para

sua migraclo eletroforética no gel de separagio. Desta forma procedemos &
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redugio com 2-mercaptoetanol a 20% e desnaturagfio obtida por banho a 100°C,
2 minutos, pois nestas situagBes a molécula se quebra em pelo menos 3
componentes distintos de 140, 120 e 75 kDa, ¢ seu dominio 7S, de 360 kDa, gera
peptideos vanando entre 15 ¢ 150 kDa, além de outros de pesos melecuiares
maiores (RISTELI et al., 1980).

Assim, obtivemos fragmentos do COLAGENO IV com os seguintes
pesos moleculares: >300, 208, 180, 162, 135, 102, 92, 87, 72, 70, 68, 60, 56, 52,
47, 42,38 e 36 kDa.

A LAMININA recebeu tratamento referente aos processos de
reduglio e desnaturagiio sob condigBes semelhantes as aplicadas ao colageno IV,
existindo a compatibilidade com os dados descritos na literatura por FOIDART et
al.(1982). Quando reduzidas suas pontes dissulfidicas, observam-se 2 cadeias
polipeptidicas de 200 a 220 kDa e 400 a 440 kDa. No entanto, a separagdo ¢
caracterizaglo quimica das cadeias sdo prejudicadas devido & sua reagregacdo
mesmo ap6és redugfo e desnaturagfo, e resultados conflitantes podezil ser
encontrados ao analisd-las por eletroforese. Mesmo frente a estas dificuldades,
existem relatos definindo que, ao serem quebradas pela pepsina, resultam em
cadeias de 290 ¢ 45 kDa, além de outros fragmentos menores (CHUNG et al,,
1979).

Segundo a metodologia utilizada, ou seja, gel de separagio a 8%,
aplicagiio de 40 pg de proteina por pogo, reducdo de pontes dissulfidicas e
desnaturag#o protéica, obtivemos os seguintes fragmentos de laminina: > 300,
178, 133, 108, 88, 77, 57, 53, 43, 40 ¢ 38 kDa.
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b) Eletroforeses de transferéncia seguidas de “immunoblot” para detecgio de

anticorpos anticoldgeno IV e antilaminina.

Realizado ensaio para a obtengfio de controle-positivo através de
“immunoblot”, verificando reagio de COLAGENO IV com soro de coelho
contendo anticorpo policlonal monoespecifico anticolsgeno IV, na diluigio
1:200, detectamos o aparecimento de fragmentos de pesos moleculares similares
aos constantes no gel de poliacrilamida-SDS: >300, 208, 180, 162, 135, 102, 92,
87,72, 70, 68, 56, 52, 47, 42, 38 ¢ 36 kDa. (Figura 1 - C, pag. 54)

O "immunoblot” que testava os soros dos pacientes foi realizado na
diluigio 1:50 ¢ 50 ng de colageno I'V aplicados em cada pogo do gel. Foram
realizados alguns experimentos com soro na diluico 1:200, sendo obtidos
resultados semelhantes, excetuando-se a intensidade de reagio, que se mostrou

menos evidente,

Nos 11 pacientes com DOENCA DE BASEDOW-GRAVES existiu
reatividade sorolégica para as fraghes de 208, 180, 162, 135, 102, 87, 68 ¢ 60
kDa, de miensidade moderada, exceto as de 68 e 60 kDa de maior intensidade,
padriio mantido com diluigio do soro 1:200. Portanto, nfo foram observadas
diferengas guanto & presenga ou nfio dos anticorpos antimicrossomal e

antitiroglobulina nos soros, nem quanto aos miveis de hormonios tiroideanos.

{Figura 1 - G, pag. 54)

Os soros dos 11 pacientes com hipotiroidismo por TIROIDITE DE
HASHIMOTO testados em ambas as dilugdes nfio demonstraram reatividade ao
colageno IV exceto em 68 e 60 kDa, nfio sendo notada diferenga entre niveis de

T4L e TSH-us assim como de anticorpos antimicrossomal ¢ antitiroglobulina.
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(Figura 1 - H, pag. 54). Apenas em um paciente em eutiroidismo ¢ com ambos
anticorpos em niveis altos evidenciaram-se bandas de 208, 180, 162, 135, 102, 68
e 60 kDa de moderada intensidade. Em outros 2 pacientes foi observada
reatividade muito fraca & fragdo de 87 kDa ¢ moderada as de 68 ¢ 60 kDa. Em
relagio as caracteristicas clinicas € laboratoriats, ambos estavam em
hipotiroidismo: um apresentava anticorpo antimicrossomal em niveis elevados e

antitiroglobulina negativo ¢ o outro, 0§ dois anticorpos negativos.

A respeito dos soros de 5 pacientes com ADENOMA TOXICO,
nenhum apresentou reatividade ds varias fragDes protéiéas, como ficou
evidenciado nos pacientes com doenca de Basedow-Graves; entretanto, em 3
deles houve reagiio em 68 e 60 kDa de moderada intensidade e extremamente
fraca em 87 kDa.

Nagqueles pacientes com HIPOTIROIDISMO NAQ AUTO-IMUNE
4 reatividade foi irrelevante, excetuando-se 68 e 60 kDa ¢ 1 paciente com fraca
intensidade de reagiic em fragBes de 208, 180, 162, 135 e 102 kDa.

Trés individuos dos 10 CONTROLES-NORMALIS integrantes deste
grupo apresentaram reatividade irrelevante a0 fragmento de 87 kDa e moderada a

intensa em 68 e 60 kDa (Figura 1 - N, pag. 54)

A Tabela [ resume estes dados.(pag. 53)
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TABELA I - INTENSIDADE DE REACAO AO COLAGENO TIPO
IV VISUALIZADA ATRAVES DE "IMMUNOBLOT",
controle DBG | TH | AT [ HNAI NL
positivo 111 3/10
(kDa) 1111 35 | 15
> 300 - - - - -
208 ++ ++ - + -
180 ++ ++ - + -
162 ++ ++ - + -
135 =+ | . + -
102 ++ ++ - + -
| 92 - - - - -
87 ++ - + - +
:; 72 - - - - -
70 - - - - -
68 T ] e | e | e
60 L e ] b ] e +++
| 56 - - - - -
1 52 - - - - -
i 47 - - - - -
42 - - - - -
38 - - - - -
; 36 - - - - -
Legenda: DBG= Doenga de Basedow Graves (- )= negativa
TH= Tiroidite de Hashimoto {(*) = fraca
AT= Adenoma toxico (++) = moderada
HNAT= Hipotiroidismo néo auto-imunc (+++) = intensa
NL= Controles-normais
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FIGURA 1: “Immunoblot”
representativo  da  reago  dos
fragmentos de coldgeno IV com
soros de pacientes com doenga de
Graves {G), tiroidite de Hashimoto
(H) e individuos normais (N), em
gel de poliacrilamida-SDS a 7%.

Utilizado como controle positivo
anticorpo policlonal
monoespecifico anticolageno IV
(C), em gel a 8%. As reatividades
dos soros para as bandas proteicas
de 208, 180, 162, 135, 102, 87, 68
e 60 kDa estio assinaladas com
tragos.



Com o objetivo de demonstrar o controle positivo para LAMININA
foi realizado “immunoblot” em gel a 8% e diluigio 1:200 do anticorpo
antilaminina de camundongo, visualizando-se bandas protéicas de pesos
moleculares semelhantes as presentes no gel de poliacrilamida-SDS: >300, 178,
133, 108, 98, 88, 77, 57, 53, 43, 40 ¢ 38 kDa. (Figura 2 - C, pag. 57),

Todos os soros dos pacientes com DOENCA DE BASEDOW
GRAVES reagiram intensamente com 0s peptideos de > 300, 178, 98, 88 ¢ 57
kDa e fracamente com os de 133 e 108 kDa, de maneira independente dos niveis
de horménios tiroideanos ou presenga de anticorpos antimicrossomal e
antitiroglobulina. (Figura 2 - G, pag. 57).

De modo semelhante , os anticorpos presentes nos soros dos
pacientes com TIROIDITE DE HASHIMOTO reagiram fortemente para > 300,
178, 98 ¢ 88 kDa e com menor intensidade para 133 e 108 kDa, nfio se
encontrando diferengas entre os soros nos diversos estados de fungdo tiroideana
ou niveis de anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina. (Figura 2 - H, pag.
7.

Os soros de pacientes com HIPER E HIPOTIROIDISMO DE
ORIGEM NAO AUTO-IMUNE apresentaram reacio de moderada intensidade
com fragmentos de > 300, 178, 98 e 88 kDa, sem mostrarem relagdes com as

alteragdes dos niveis hormonais,
Nos soros NORMAIS houve reatividade muito fraca com > 300, 98

€ 88 kDa. (Figura 2 - N, pag. 57).
A Tabela Il resume estes dados (pag. 56):
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TABELA 11 - INTENSIDADE DE REACAO A LAMININA

VISUALIZADA
"IMMUNOBLOT".

ATRAV'ES

=
€
7

controle
positivo

(kDa)

=
]

it

[y

n=11

DTNAI
n=10 n=10

>300

178

133

108

98

88

+14 1,

77

57

53

43

40

P e
P L e

38
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Legenda: DBG= Doenca de Basedow Graves
TH= Tiroidite de Hashimoto
DENAY= Doenga Tircideana ndo auto-imune
NL= Controles-normais
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(- J> negativa
(+)= fraca

{++)= moderada

{(+++)= intensa
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FIGURA 2. Representagiio de
“Iygmunoblot” da  reaglo de
laminina com soros dos pacientes
com doenga de Graves (G),
troidite de Hashimoto (H) e
individuos normais (N). O padrio
do controle positive foi realizado
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com anticorpo policlonal
antilamining (C). Todos os
procedimentos foram feitos em gel
a 8%. As bandas proteicas de 300,
178, 133, 108, 98, 88 e 57 kDa,
produto das reagles com 05 S0ros
estudados estfio discriminadas com
tragos.



4.2) ESTUDO MORFOLOGICO: EXPRESSAO DE COLAGENO 1v E
LAMININA NA DOENCA TIROIDEANA AUTO-IMUNE

A expressio destes componentes foi evidenciada através de
coloragio por técnica de imuno-histoquimica como descrigdo anterior,

observando-se o padrio de membrana basal de acordo com g seguinte
classificacso:

A) linear contingo
- B} com &reas de adelgacamento

C) com éreas pequenas de descontinuidade

D) com #reas grandes de descontinuidade

E)com éfeas de espessamento. |

Para a avaliagiio da intensidade de reagdo e infiltrado inflamatério

utilizou-se & escala:

{+) : fraco

{++} : moderado

(+++) : intenso. _

No tecido tiroideano NORMAL o coligeny IV estava presente
como linha continua, delgada, de coloragdo acastanhada, intensidade +/++ em
topografia de membrana basal epitelial, 8o redor dos foliculos, cujas células eram
evidenciadas pelos nicleos azulados dispostos lado a lado. Estavam presentes
pequenas éreas de mterrupgiio da membrana, raras no corte, assim como discretos
focos de adelgacamento, anormalidades que podem ser interpretadas como
artefatos de técnmica ou distribuigfio normal da membrana basal no orgiio.
Evidenciava-se 8 membrana basal vascular com o aspecto de "algas™ (Figura 3 -
1A, pag.62),
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Similarmente &' expressdo de coligeno IV na membrang basal
folicular, & Jlaminina dispds-se com padric linear continuo, coloragéio
acastanhada, mas com reagio discretamente maipr (++/+++). Mantiveram-se as
éreas de interrapglio e adelgacamento a semelhanca do colageno IV, Praticamente
ndo se observou infiltrado inflamatério nestas amostras, A coloraglio especifica
limitou-se s reas correspondentes & membrana basal, ndo havendo invasio de
citoplasma e niicleo celulares oy espago coldide (Figura 3 - 1B, pag. 62).

As tirbides dos pacientes com DOENCA DE BASEDOW.
GRAVES apresentaram expressio de coldgeno IV e laminina de intensidade
semelhante & encontrada na tirdide normal, tanto em termos de membrana basal
epitelial quanto vascular(Figura 3 - 3A, pag. 63). O padrio linear continuo variou
com algumas éreas de adelgacamento, sobretudo quando em contacto com o
infiltrado inflamatério linfocitério oy Centros germinativos. Este infiltrado teve
itensidade que varion de +/4+ (Figura 3 - 3B, 3C, pag. 63).

Nos tecidos tiroideanos apresentando  TIROIDITE DE
HASHIMOTO o padriio continuo da reagdio na membrana e a intensidade de
reagfo de coldgeno IV ¢ laminina mantiveram-se como no padrio normal, Houve
variag#o quanto ao tamanho dos foliculos, inclusive intmeros em processo de
atrofia. Foram encontradas éreas extensas de infiltraglio de células inflamatérias,
COm Ou sem centros germinativos, em contigiidade ou nfio com o tecido hbroso,
~ que ladeavam ou envolviam completamente os foliculos tiroideanos nas mais
diversas fases involutivas. Na maior parte das vezes os foliculos remanescentes
permaneciam com a membrana basal apresentando  algumas éreas de
adelgagamento, sem &reas de interrupgfio, Fm outras situagles, sobretudo na
presenca de infiltrado inflamatério, as 4reas de adelgagamento tornavam-se mais
proeminentes (Figura 3 - 4A, 4B, 4C, pag. 63).
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Os tecidos tiroideanos extraidos cirurgicamente por ADENOMA
TOXICO apresentavam nitido espessamento da membrana basal, observado tanto
para colageno IV ( Figura 3 - 2A, pag. 62) quanto para lamining inexistindo,
inclusive, a diferenga de intensidade de reagdo entre os dois componentes (++),
A membrana basal mostrou-se de cardter contingo €, Taramente, notavam-se 4reas
de adelgacamento oy dcscentinuidadc, ¢m contraposicio ao aspecto
frequentemente encontrado lembrando delaminaggo da membrana basal (Figura 3
~ 2B, pag. 62). Houve variagio quanto ao tamanho dos foliculos e celularidade.
Praticamente n#o se observoy infiltragio linfocitéria.

As tréides com BOCIO MULTINODULAR  ATOXICO
apresentaram espessamento da membrana basal para ambog 05 componentes
estudados, de menor e€xpressio que no adenoma téxico (++), de carfter continuo,
¢om poucas areas de adelgagamento oy interrupglo, ndo sendo observado aspecto
de delaminagio. Nas 4reas de mfiltrado inflamatério pouco freqéntes ndo houve
alteracdes significativas ng continuidade da membrang basal.

Em resumo, os resultadog obtidos ndo revelaram diferengas
significativas no padrio de continnidade da membrana basal, no tocante g
coligeno IV e laminina, nos grupos acima mencionados. Ag pequenas diferengas
citadas, tais como &reas de adelgacamento em adjacéncia_s de infiltrado
inflamatério, ndo puderam ser consideradas, a rigor, como poutos de "quebra” ou
destruigio de membrana basal, mesmo porque existiram também no grupo
controle normal, Sobretudo, nfo foram observadas &reas de grande



descontinuidade. A impressdo de espessamento da membrana basal no adenoma

toxico foi

nitids, embora este ndo tenha sido quantificade. Os dados estiio

sumarizados a seguir na Tabela IT] (pag.. 61):

TABELA HII - PADRAO DE COLORA

CAO DE COLAGENO IVE
LAMININA POR IMUNO-HISTOQUIMICA EM
DOENCA TIROIDEANA

™ DBG TH AT BMA
padrio de ABC ABC ABC AE AE
membrana basal
intensidade da reagao (+) {+)} (+ ) { +++ ) (++ )
THQ
intensidade do {-) (++} (H+) | (~) (-)
infiltrado inflamatério
Legenda: TN: tirdide normal A} linear continuo
DBG: Doenca de Graves B) 4reas de adelgagamento
TH: Tiroidite de Hashimoto €} dreas pequenas de descontimuidade
AT: Adenoma tdxico D}areas grandes de descontinuidade
BMA: Bécio Multinodular Atéxico
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FIGURA 3. 1) Tiroide normal 1A:
colageno IV; linha continua acastanhada
envolvendo os foliculos (528 X). 1B:
laminina; linha semelhante a anterior; note
2 areas de interrup¢do da membrana basal,
provaveis artefatos de técnica (528 X). 2)
Adenoma téxico. 2A: colageno IV; nota-se
espessamento da membrana basal (528 X).
2B:  laminina; aspecto  lembrando
delaminagdo da membrana (528 X) (setas).
3) Doenca de Basedow Graves. 3A:
laminina; tecido sem infiltrado
inflamatorio, nota-se linha continua
envolvendo foliculos e vasos sangiiineos
(528 X). 3B: colageno IV:infiltrado
linfoplasmocitario, notar

manutencdo da linha marrom da membrana
basal (528 X). 3C: laminina; notar a
manutencdo da integridade da membrana
basal em area de intenso infiltrado
linfoplasmocitario (528 X). 4) Tiroidite de
Hashimoto. 4A: colageno IV; foliculos
com membrana basal integra em contacto
com infiltrado inflamatério (330 X). 4B:
laminina; notar integridade da membrana
basal em contacto com infiltrado
inflamatorio (528 X). 4C: laminina;
integridade da membrana basal em area de
intenso infiltrado linfoplasmocitario (528
X). (Imuno-histoquimica/streptavidina-
biotina-peroxidase/DAB, contra-coloragdo
com hematoxilina.
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5. DISCUSSAQ:

A membrana basal folicular vem sendo alvo da atenglio de
estudiosos de Doenga Tiroideana Auto-imune desde a década de 50, sobretudo
devido & facilitaglio de sua visnalizagho pelo aperfeigoamento das técnicas de
coloragio e caracterizagdo. Inicialmente, encontrarani-5¢ anormalidades da
membrana basal em foliculos de tiroidite crénica como relatado por SOMMERS
& MEISSNER em 1954, em que alteragBes importantes degenerativas ¢ de
descontinuidade eram acompanhadas ou ndc de sreas de infiltrado linfocitario
que faziam parte deste guadro histopatolégico. Tal aspecto, estudado através de
microscopia eletrbnica, revelou a existéneia de areas com infiltragiio linfocitéria,
adelgacamento, irregularidade, borramento € aspecto multiestratificado,
geralmente sem interrupgio da membrana basal, exceto quando plasmdcitos ou
linfacitos atravessavam do espago perifolicular para © acino. Além disso, na
Tiroidite de Hashimoto, foram demonstradas deposigbes de material globbide
irregular elétron-denso, quase que exclusivamente em &reas acometidas pelo
infilirado, enguanto que na Doenca de Graves enconirou-se adelgagamento
minimo, irregular e sem depositos (KALDERON ¢t al., 1973). Mais tarde,
através de estudo por microscopia de smunofluorescéncia na tirdide de Graves,
FUITWARA et a1.(1981) demonstraram 2 ativagdo local do sistema complemento

¢ depdsitos de imunocomplexos soliveis na membrana basal folicular.
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Inicialmente, alguns autores tentaram estabelecer a relaglio entre
infiltrado inflamatorio, rompimento da membrana basal folicular, formagio de
anticorpo antitiroglobulina e destrui¢8o da tirdide, tanto em Tiroidite de
Hashimoto, quanto em Doenga de Graves (DONIACH & ROITT, 1957,
STUART & ALLAN, 1958). Outros deram maior enfoque & presenga de
imunoglobulina G e complemento, encontrados no coldide, como provéveis
complexos antigeno-anticorpo de agfio citotéxica (KOFFLER & FRIEDMAN,
1964).

Estudos demostraram haver associagio entre infiltracdo
linfoplasmocitaria e evolucio para hipotiroidismo, apds tratamento
medicamentoso (TAMAI et al,,1989; HAMADA et al., 1987) ou cirirgico
(OKAMOTO et al., 1992). PASCHKE et al. (1993) relacionaram a presenga dos
anticorpos antitiroperoxidase ¢ antitiroglobulina séricos ao grau de infiltragdo
linfo-plasmocitaria, células T ativadas ¢ apresentadoras de antigenos em tirdide
de Graves, que seriam responsaveis pela produgdio intratiroideana dos anticorpos
na doenga tiroideana auto-imune. |

Com o intuito de elucidar o mecanismo fisiopatologico da doenga
de Graves, KAWAI et al. (1993) sugeriram que esta teria inicio com infiltragdo
linfocitaria, destruigiio do epitélio folicular, liberagiio dos hormdnios tiroideanos,
recuperago dos foliculos, caminhando para a hiperplasia papilifera. Tal padrio
inflamatorio ¢ semelhante ao padrio da Tiroidite de Hashimoto em eutiroidismo.

Estas teorias sobre alteragbes morfologicas do foliculo tiroideano
como parte do processo auto-imune na doenga tiroideana direcionarar os estudos
para a investigagdo da membrana basal folicular ¢ seus componentes.

Estados evidenciaram urn aumento dos niveis séricos de colageno
IV (SHIMA et al, 1992; INUI et al., 1992; SENDA et al., 1993) ¢ laminina
(KROPF et al., 1989) em pacientes hipertirdideos € diminui¢io dos niveis de
colageno TV sérico em hipotiroidismo (INUI et al., 1992) procurando relacionar o



processo fisiopatolégico da Doenca Tiroideana Auto-imune e alteragdes da
membrana basal.

Os niveis plasméticos destes componentes de membrana basal
poderiam refletir & quebra dos mecamismos de tolerfincia a antigenos
reconhecidos como praprios, indugdo de resposta imunolégica e produgio de
auto-anticorpos (SCHECHTER & LOPES, 1990). Portanto, a hipbtese de existir
wma telagio entre alteragfo ou rompimento da membrana basal € processo
fisiopatolégico de produgdo dos anticorpos presentes na doenga tiroideana auto-
imune permanece para ser elucidada.

| Assim, na tentativa de contribuir para 08 estudos neste senndo
iniciamos a pesquisa de anticorpos anticoldgeno IV ¢ antilaminina no soro de
pacientes com doenga tiroideana auto-imune através de imunodifusio passiva em
gel de agarose 1%. No entanto, nio encontramos linha de precipitagdo entre
nenhuma das amostras de soro obtidas destes pacientes e colageno IV ou
laminina, provavelmente por ndo existirem anticorpos precipitantes ou devido a
falha na sensibilidade da técnica (dados ndo apresentados). Através de técnica
mais sensivel como a do "immunoblotting”, que permite a caracterizagio de
antigenos & anticorpos, associando o poder analitico das técnicas eletroforéticas a
alta especificidade da reagio antigeno-anticorpo (STOTT, 1989), reavaliamos a
hipotese sobre a existéncia on ndo de anticorpos $€ricos anticolageno 1V e
antilaminina,

Entre todos os pacientes estudados através desta metodologia,
tivemos a oportunidade de observar a presenga de anticorpo anticoldgeno IV
exclusivamente nos pacientes com Doenga de Basedow-Graves. A observagio
deste anticorpo n¥o sofreu influéncia do estadio clinico ou laboratorial, estando
presente em pacientes em tirotoxicose, hipo ou eutiroidismo, estes 2 ulomos
secundarios ac uso de medicagio antitiroideana. Nio houve correlaglio entre 2

presenga ou auséncia dos anticorpos antimicrossomal ou antitirogiobulina ¢

67



anticorpo anticoldgeno IV, Nos soros dos pacientes com Tiroidite de Hashimoto
nlio se verificou anticorpo sérico amticoligeno IV, em hipo ou mesmo
eutiroidismo secundario & reposiglo hormonal, exceto em um soro de paciente
com niveis hormonais normais devido & reposiggo. Em 2 soros de hipotiroideos
houve ligagho do anticorpo apenas & fragio de 87 kDa. Similarmente, ndo
observamos correlagio entre estas alteragdes € Ppresenga dos anficorpos
antimicrossomal e antitiroglobulina.

Apesar de nfio havermos encontrado informagdes disponiveis na
literatura correlacionando a presenga de anticorpo anticolageno IV e doenga
firoidcana auto-imune, INeressaram-nos os trabathos de INUI et al. (1992),
SHIMA et al. (1992) ¢ SENDA et al. (1993), que estudaram niveis s€ricos
periféricos de coldgeno IV € dominio 7S em pacientes com Doenga de Basedow-
Graves em hipertiroidismo, Estes autores demonstraram  aumento  deste
componente da membrana basal associado & elevagio dos hormbnios tiroideanos
e sua normalizagiio, com o retorno destes hormdnios aos niveis normais. Situag#o
semethante foi observada em pacientes com tiroidite cronica auto-imune:
diminuigio dos niveis séricos de colageno IV ¢ 75 durante 0 estagio clinico de
hipotiroidismo ¢ sua pormalizag@o com a reposigdo de L-Tiroxina. Apesar de 0
mecanismo destas alteragbes ndo estar totalmente elucidado, os autores sugerem
que o aumento do coldgeno IV ¢ 7S seja decorrente das elevadas taxas de sintese
em vérios orgios e degradagio ma circulagdo, propondo que seja considerado
come marcador do estado de hipertiroidismo.

Nossos resultados sugerem (ue provavelmente, este anticorpo
anticolageno IV ndo esteja associado somente ao estado hipermetabolico, pois
testamos soros de pacientes com doenga de Graves em variados estagios clinicos:
hipertiroidismo sem tratamento ou de inicio recente, hipertiroideos de longa data
com tratamento iegular, eutiroideos € um hipotiroideo, estes em tratamento

clinico por mais de um ano &, apesar da ampla variaglo entre OS estados
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metabélicos, o anticorpo anticoligeno IV manteve-se presente. A presenga do
anticorpo poderia ser representativa da elevaglio dos niveis do colageno TV
circulante observado com o hipermetabolismo. No emtanto, so estudarmos
pacientes em hipertiroidismo por adenoma hiperfuncionante, com horménios
tiroideanos em niveis elevados, encontramos soros reativos em 3 de 5 pacientes,
apenas para as fragBes de 87, 68 e 60 kDa. Estas 2 dltimas estiveram presentes
em todos os individuos estudados, sendo aparentemente desprovidas de
significado patologico, assim como a reatividade ao fragmento de 87 kDa
presente também em 30% dos normais. Assim, o fato de encontrarmos
reatividade do amticorpo a vénas fragOes protéicas no soro de um paciente com
Tiroidite de Hashimoto reforgaria nossa hipdtese, pois existe a possibilidade de
ndo se haver encontrado este paciente em estado hipermetabdlico propiciando
elevagiio do coldgeno IV e consequente aparecimento de anticorpo anticolageno
v,

Contudo, serdo necessarios outro estudos para esclarecer se a
presenca do anticorpo anticolageno IV se associar & leso da membrana basal
folicular, iniciando o processo de auto-imunidade na doenga de Graves, como
proposto por alguns autores e de se existe participagfo como subsirato
fisiopatoldgico.

A estrutura do colageno IV da placenta humana mostra 2 cadeias
polipeptidicas do dominio NC-1: al(IV) de 180 kDa e a2(IV) de 165 kDa, que,
sob processo de redugdo, quebram-se preferencialmente em «l{(IV) 140 kDa, o
200V 120 kDa, «I(IV) 95 kDa, a2(1V) 95 kDa e «2(IV) 75 kDa (CROUCH,
SAGE, BORNSTEIN, 1980). Outros peptideos de «1{TV) com pesos moleculares
de 170, 100, 70 ¢ 50 kDa ¢ de o2(IV) de 80, 70, 68 e 40 kDa podem ser
encontrados, além de diferengas nos valores dos pesos moleculares devidas ao
esperado artefato experimental (BAILEY et al., 1979; KRESINA & MILLER,
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1979). Fragmentos de peso molecular mais alto derivam da redugio do dcﬁsinio
7S do colageno IV, de 360 kDa (RISTELI et al., 1980).

BUTKOWSKI et al. (1985); KLEPPEL, MICHAEL, FISH, (1986)
demonstraram a existéncia de auto-anticorpos dirigidos contra wn ou mais
antigenos localizados sobretudo no dominio NC-1 do colageno IV que formam
complexos antigeno-anticorpo, podendo permanecer circulantes ou depositar-se.
De qualquer forma, uma vez que ocorra a reagfo antigeno-anticorpo, mediadores
comuns da inflamagio poderdio ser ativados levando & resposta inflamatona e,
quando esta for intensa, a destruigio do tecido (COCHRANE, 1979).

Através de estudos imunoenzimaticos com peptideos simtéticos do
colégeno IV na Sindrome de Goodpasture, doenga apresentando anticorpos anti-
colageno IV ligados firmemente as membranas basais glomerular e alveolar,
pode-se constatar a existéncia de reagfio principalmente com peptideos do
dominio NC-1, além de alguns do dominio 7S. Estudo semelhante realizado com
glomerulonefrite aguda pés-estreptocdccica, demonstrou depdsitos de complexos
antigeno-anticorpe nos capilates glomernlares e verificon reatividade
exclusivamente para 0 dominio 78, sendo que foi a presenca de aminoacidos
aromaticos em sua molécula que predisse com maior acerto a imuno-reatividade
destes peptideos sintéticos (KEFALIDES et al., 1993)

O anticorpo anticoldgeno IV encontrado nos pacientes com Doenga
de Basedow Graves estudados no presente trabatho provavelmente foi produzido
contra peptideos derivados do dominio 7S do colgeno IV como o de peso
molecular de 208 kDa, da cadeia «1(IV) de 180, 135 e 102 kDa ¢ de o2(IV) de
162, 87 e 68 kDa. O fato deste anticorpo haver sido demonstrado somente na
doenga de Graves, pode revesti-lo de importincia no processo fisiopatologico
desta doenga, denotando a implicagho de alguma anormalidade na membrana
basal folicular.
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No tocante & laminina, KROPF, GRESSNER, JOSEPH (1989)
verificaram o aumento de seus niveis séricos em pacientes hipertirdideos,
entretanto sem relagdo com niveis de hormdnios tiroideanos, sugerindo-se que
esta anormalidade seja decorrente da ativago inespecifica do metabolismo em
geral. Anticorpos antilaminina sfo encontrados no soro de pacientes com
glomerulonefiite pos-estreptococcica (KEFALIDES et al., 1986), intoxicag#o por
metais pesados (BERNARD et al., 1986), tripanossomiase nas fases cronica
(TOWBIN et al., 1987) ¢ aguda (GAZZINELLI et al., 1988), lupus eritematoso
sistémico (SCHECHTER & LOPES, 1990) ¢ em baixos titulos em 15% de
individuos normais (BERNARD et al,, 1986). Mesmo com baixos niveis de
laminina sérica, podem ser encontrados altos titulos destes anticorpos, fato que
nio implica necessariamente na formagdo de imunocomplexos (SCHECHTER &
LOPES, 1990)

O estabelecimento das fragdes de laminina nfo € tdo evidente, pois
existe reagregacdo das cadeias de 200 e 400 kDa ap6s os processos de redugiic e
desnaturacio, fato que pode levar a resultados conflitantes se analisados sob
eletroforese (CHUNG et al,, 1979). Em nossos procedimentos verificamos os
seguintes fragmentos de laminina originaria do tumor de EHS sob condigdes de
redugdo e desnaturaglio: >300, 178, 133, 108, 98, 88, 77, 57, 53, 43, 40 ¢ 38 kDa.

Todos os soros dos pacientes com tiroidopatia estudados
apresentaram anticorpos com reatividade as fragbes proteicas da laminina de
>300, 178, 133, 108, 98 ¢ 88 kDa. Tal fato poderia refletir um “turnover’mais
intensificado da Jaminina nestes processos levando a produgéio destes anticorpos,
que nilo seriam, necessariamente, dotados de significado na patogénese destas
doengas. No entanto, apenas os soros dos pacientes com Doenga de Basedow-
Graves reagiram com o fragmento de 57 kDa, de maneira independente da funclo
tiroideana ou presen¢a dos anticorpos antimicrossomal € antitiroglobulina. Este
anticorpo contra o fragmento protéico de 57 kDa aparentemente nfio estaria
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relacionado a0 estado hipermetabblico, sugestio baseada em sua auséncia nos
soros de pacientes com adenoma téxico. Provavelmente n#io se correlaciona 80s
anticorpos antimicrossomal e antitiroglobulina, hipétese reforgada devido as
variagBes observadas quanto a presenga destes no grupo com Doen¢a de
Basedow-Graves, pois houve a demonstragdo de reatividade ao peptideo de 57
kDa em todos os soros. Reforgando esta idéia, temos o estudo dos pacientes com
Tiroidite de Hashimoto, em cujos soros esta reagio nunca esteve presente,
embora a maioria apresentasse os anticorpos  antimicrossomal  e/on
antitiroglobulina. Portanto, podemos inferir diante destes resultados que a
reatividade & fraglio da laminina de 57 kDa estaria relacionada a0 processo
fisiopatoldgico da Doenga de Graves e a presenga desta reagdo poderia apontar
para um marcador sérico.

A existéncia de deposigiio de material elétron-denso na membrana
basal da tiroidite de Hashimoto (KALDERON et al. 1973) e de dep'ésitos de
immocomplexos na membrana basal folicular da doenga de Graves (FUITWARA
et al., 1981) necessita ser esclarecida. A presenca destes anticorpos anticoldgeno
IV ¢ antilaminina poderia contribuir para a identificagio destes depésitos de
membrana basal folicular na doenga tiroideana suto-imune '

Além das caracteristicas evidentemente unportantes da membrana
basal a respeito da morfologia e sustentag@o dos tecidos, sio conhecidas relagdes
especificas entre cada um de seus componentes e as células adjacentes, Assim, LI
& CHEUNG (1992) investigaram o efeito da membrana basal na adesdio,
migracio e proliferaglio linfocitiria e, para tal, uvtilizaram como modelo o
“matrigel”, que se mostrou bioguémica, estrutural ¢ biologicamente semelhante 3
membrana basal normal. Concluiram que esta serve como substrato para a adesfio
linfocitiria durante o extravasamento, tem nm efeito haptocinético na migragiio e
modula a ativago linfocitaria. A entactina é o elemento indutor da adesfo
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linfocitdria mais firme, sobretudo em relaglio ao mesmo efeito exercido por
fibronecting, laminina e colageno IV.

Por outro lado, a laminina ¢ o componente responsivel pelo
direcionamento da migracdo linfocithria, de mecanismo de agHo desconhecido
(KUPIEC-WEGLINSKI & DE SOUZA, 1991), promovendo migragho de
diferentes tipos celulares "in vitro", sendo importante no desenvolvimento
neurolégico (SEPHEL et al, 1989) ¢ metastase tumoral IWAMOTO et al,,
1987). Neste sentido, HERSKOVIZ et al. (1992) mostraram que a ativaclo das
células T aumenta sua adesfio & fibronectina ¢ laminina e 0 CD4 pode regular a
fraca adesfo entre receptores de VLA, uma integrina que serve de intermediéria
neste processo € componentes da membrana extracelular, A ativagio linfocitaria
aumenta sua adesfo 4 fibronecting, laminina e coldgeno IV ¢ mais intensamente &
entactina, imputando-se & membrana basal papel importante no extravasamento
linfocitario (LI & CHEUNG, 1992).

Seria apropriado levantar a hipétese sobre o envolvimento da
laminina e coligeno IV, entre outros elementos da membrana basal folicular,
influenciandc no  direcionamento, adesdo e ativagio do infiltrado
linfoplasmocitdrio presente na doenga tirpideana auto-imune. Estes anticorpos
anticoldgeno IV e antilaminina poderiam, talvez, realizar fungo de
citotoxicidade, ou outro tipo de efeito lesivo & membrana basal, lembrando o
caminho sugerido por KAWAI et al. (1993) quando ressaltam a destruigfio do
epitélio folicular decorrente do infiltrado linfocitario como um fator inicial na
Doenca de Basedow-Graves. Ha ainda a pesquisa do grupo de CHIOVATO et al,
{1993), que detectou e quantificou os anticorpos citotoxicos anti-tirdide mediados
por complemento, relatando que estes nfio sfo os responséveis primdrios pela
les§o inicial do tecido tiroideano, apenas desempenhando papel na manutenc#io
do processo de destruiglo tiroideana apés o rompimento do foliculo normal por

mecanismos outros. Um estudo morfoldgico observando especificamente os
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componentes da membrana basal auxiliaria no entendimento da sua rélar;&o
histopatolbgica com o infiltrado hnfocitario.

Segundo KATOH et al. (1993), apesar de progresso consideravel
egtar ocorrendo nos ultimos anos em relagBo ao esclarecimento sobre a
composicio e a estrutura da membrana basal, pouco se conhece sobre suas
alteragBes estruturais em processos de doenga ¢ o modo como estas
anormalidades influenciam em suas fungbes. Mais especificamente, pouquissima
atencfio tem sido dispensada & distribuigho das proteinas da membrana basal nas
doencas tiroideanas. MIETTINEN & VIRTANEN (1984) e CHARPIN et al.
(1985) detectaram morfologicamente a laminina de tumores tiroideanos em
humanos e KENDALL et al. (1985) examinaram a distribuigio de coldgeno IV e
laminina em tumores foliculares de tiride.

KATOH et al. (1993) utilizando técmica de imuno-histognimica
para a observagio de componentes especificos da membrana basal tiroideana,
golageno IV, laminina e heparan sulfato de proteoglicanc na doenga de Basedow-
Graves, tiroidite de Hashimoto, bécio adenomatoso, adenoma folicular,
carcinomas folicular, papilifero, anaplésico e medular, demonstraram rmembrana
basal epitelial linear envolvendo os foliculos, acompanhados por membrana basal
vascular formando "lacadas” em tirdide normal, de doenga de Graves e bocio
adenomatoso. A membrana basal de tiroidite de Hashimoto foi referida como
escassa ¢ de distribuigio descontinua, como provavel resultado de destruiglo
folicular. O estudo enfocou sobretudo as neoplasias benignas e malignas,
concluinde que as alteragdes da membrana basal nas doengas tirpideanas
espelhariam suas variagSes de arquitetura, presumivelmente em conexio com sua
funcéo e/ou comportamento biolégico.

Realizamos, inicialmente, o estudo morfoldgice da membrana basal
das doengas tiroideanas através da coloraglio pelo PAS, o que se mostrou pouco

elucidativo devido 3 inespecificidade deste método na identificagiio da membrana
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basal (dados nfo apresentados). Assim, o acido peribdico reagindo com os
polissacarideos converte-os em compostos aldeidicos de alto peso molecular ¢ o
reagente de Schiff, acido fucsina-sulfuroso, oxida os polissacarideos do tecido
em polialdeidos, que sdo intensamente corados (HOTCHKISS, 1948). O método
do PAS cora, portanto glicoproteinas em geral e nfio necessariamente, apenas
membrana basal, nfio havendo, desta forma, individualizagio de nenhum de seus
elementos (BARSKY et al, 1983). No entanto, ¢ emprego da imuno-
histoquimica ¢ utilizagdo de anticorpos anticolageno IV ¢ antilaminina identifica
regibes distintas da membrana basal nos vérios estados patolégicos, ldmina densa
¢ licida, respectivamente (YAOITA, FOIDART, KATZ, 1978) e observagdo de
sus estrutura (KATOH et al., 1993).

Em procedimentos imuno-histoquimicos, para a demonstragfo de
componentes de membrana basal em tecido parafinado, é fundamental a
realizacio de digestiio enzimitica com pepsina. A explicagio deste mecanismo
permanece desconhecida, havendo a hipétese de a pepsina possuir a capacidade
de solubilizar porgdes do coldgeno IV e laminina, expondo os sitios antigénicos
anteriormente mascarados pela fixaglio em formalina BARSKY et al. (1984)
descrevem que, apds o tratamento enzimético, a laminina exibe coloragfo pouco
mais intensa que o colageno IV, fato observado também em nosso estudo.

Mais  recentemente, MCKEE, HOBBS, HALL (1993)
demonstraram que a bvadiagdc de micro-ondas melhora a recuperagiio de
antigenos, diminuindo o lmiar de detecgfio destes apds desparafinagio e
hidrataclio dos cortes, mas sem existir explicagdo definitiva para este fendmeno
curioso. A irradiagiio de micro-ondas aumenta a intensidade da coloragfo por
imunoperoxidase especialmente de anticorpos contra antigenos de membrana
{VAN VLIMEN-WILLEMS & VAN ERP, 1993).

A analise da mmunocoloragio na tirdide dos pacientes estudados

mostrou espessamento da membrana basal epitelial no adenoma téxico, sugerindo
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ser decorrente de fatores intrinsecos das células tumorais hiperfuncionantes,
provavelmente sem ligagfio com o estado de hipermetsbolismo, pois na Doenga
de Basedow-Graves a membrana basal folicular mostrava-se semelhante & da
tirdide normal e até mesmo adelgacada, sobretudo quando em contacto com o
infiltrado mflamatério.

O estado hpermetabdlico celular encontrado na Doenga de
Basedow-Graves, poderia levar & liberagic de elementos da membrana basal
folicular para o sangue periférico € conseqiiente resposta imunolégica‘ com
produgio de anticorpos anticoldgeno IV e antilaminina. No entanto,
interessantemente, estes anticorpos nfio foram detectados no soro de pacientes
com adenoma toéxico, fato que seria perfeitamente aceitavel, pois neste processo
patoldgico também existe hipertiroidismo; além disso, dados disponiveis na
literatura indicam que a elevagfio dos niveis de coldgeno TV e laminina no soro de
hipertiroideos decorre de ativagdo geral do metabolismo dependente dos nivels de
hormdnios tiroideanos. Contrariamente ao encontrado na doenga de Basedow-
Graves, ao analisarmos a irdide dos pacientes com o adenoma, ndo observamos
areas de adelgacamento da membrana basal epitelial e sim, de espessamento. Néo
acreditamos que estas observagdes sejam devidas  teraputica, pois os pacientes
com ambas as doencas estavam sob esquema de tratamento com Os IESMOS
medicamentos. Estes aspectos divergentes entre estes dois processos patologicos
tirpideanos cursando com hiperfungio, sugerem que alteragles metabolicas
semethantes interfeririam de modo diferente em termos de equilibrio da
membrana basal.

Um ponto importante observado neste trabatho consiste na
manutengio da integridade da membrana basal quando evidenciados colageno IV
¢ laminina em Doenga de Basedow-Graves, inclusive em éreas de intenso
infiltrado linfoplasmocitario e adelgagamento da membrana. Na Tircidite de

Hashimoto, mesmo nos foliculos remanescentes, nfio observamos areas de
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sdelgacamento da membrana tic frequentes, mesmo quando em contacto com o
infiltrado inflamatério ou tecido conjuntivo fibroso. A integridade da membrana |
basal folicular, nestes casos, manteve-se preservada, ao contrério da descrigdo de
KATOH et al. (1993), que refere descontinuidade da mesma em seu material de
estudo.

Aspecto semethante evidenciado pela imuno-histoquimica em
nossos pacientes havia sido descrito por KALDERON & BOGAARS (1977)
através de microscopia eletrOnica. Tais autores constataram adelgacamento da
membrana basal na tiride de Graves, mas esta mantinha-se integra inclusive na
Tiroidite de Hashimoto.

KALDERON et al. (1977) estudando galinhas de linhagem
obesa,"O8", observaram que a tiroidite auto-imune hereditéria esponténea destes
animais iniciava-se com infiltrado Linfoplasmocitario, adelgacamento e aspecto
mal definido da membrana basal, evoluindo para infiltrado intenso, depdsitos
elétron-densos na membrana basal fotalmenie adelgacada e muitas vezes
fragmentada destes foliculos. Tais dados sfio compativeis com os achados em
humanos (KALDERON et al.,, 1973), contado um enfoque sobre a relagfio eﬁtre 0
infiltrado hinfoplasmocitirio na doenca tiroideana auto-imune ¢ elementos
gspecificos da membrana basal ndo ¢ de nosso conhecimento.

Na doenca tiroideana auto-imune o infiltrado interfolicular
comple-se, predominantemente, de linfécitos e plasméceitos, identificando-se
1gG. Os centros germinativos sfo semelhantes aos ganglios linfaticos na questio
morfoldgica ¢ imuno-histologica (KNECHT, SAREMASLANI, HEDINGER,
1981).

Considerando-se que os linfocitos intratiroideanos na doenga
tiroideana anto-imune produzem os TSHR-Ab (MC LACHLAN et al., 1986), os
anticorpos antimicrossomal ¢ antitiroglobulina (MC LACHLAN et al., 1979) é 0s
anticorpos citotéxicos antitiréide (CHIOVATO et al., 1993), pode-se inferir que
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h&veﬁa uma “co-existéncia pacifica” destes anticorpos com a membrana basal,
pois em nenhum dos casos estudados observou-se rompimento dela quando em
contactoe com o infiltrado linfoplasmocitirio ou centro germinativo. O fato de
encontrarmos anficorpos anticolageno IV e antilaminina envolvidos na doenga de
Basedow-Graves indica que, provavelmente, elementos da membrana basal
podem ser reconhecidos como componentes antigénicos no  Processo
fistopatolégico da doenga tiroideana auto-imune. Estes resultados indicam a
necessidade de estudarmos as propriedades biologicas destes anticorpos

antimembrana basal na doenga tiroideana auto-imune.
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CONCLUSOES
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6- CONCLUSOES:

1) A pesquisa de anticorpo sérico anticoldgeno IV em pacientes com
tiroideopatias fol realizada através da utilizagio de “immunoblot™.
Demonstrou fixacdo de anticorpos com peptideos do coldgeno IV apenas

na doenga de Basedow Graves.

2) A presenca dos anticorpos anticolageno IV nfio se correlacionou aos
niveis de hormdnios tiroideanos ou de anficorpos antimicrossomal ¢
antitiroglobulina.

3} O estudo similar para a detecgdio de anticorpo sérico antilaminina
demonstrou atividade especifica no soro de pacientes com doenga de
Basedow-Graves na fragfio protéica de 57 kDa da laminina. Nio foi
verificada relagfo entre niveis de horménios tiroideanos e de anticorpos
antimicrossomal ¢ antitiroglobulina,

4) Fstes auto-anticorpos podem estar envolvidos, de alguma forma, com a
fisiopatologia auto-imune ¢ nic com o estado hipermetabélico, visto que
ndo foram identificados nos soros de pacientes hipertiroideos por outras

causas.



5} Os aspectos morfologicos fornecidos pela técnica de imuno-histoquimica
demonstraram semelhanga quanto a intensidade de reag#io e localizagdo de
colageno IV e laminina na membrana basal folicular de tirbide ndrmal,
doenca de Basedow-Graves ¢ tiroidite de Hashimoto.

6) A andlise imuno-histoquimica do adenoma toxico possibilitou a
demonstracdo de espessamento da membrana basal folicular, no que diz
respeito a colageno IV e laminina, indicando, provavelmente, tratar-se de

caracteristica propria da célula adenomatosa.

7) Na doenga de Basedow-Graves a membrana basal epitelial esteve
adelgacada quando em contacto com infiltrado linfoplasmocitario ou
centro germinativo, mas sem apresentar areas de interrupcdo nas

estruturas observadas.

8) Na tircidite de Hashimoto a continuidade da membrana basal epitelial foi
mantida, observando-se areas de adelgagamento mais discreto, apesar de
infiltracdo linfocitaria ou tecido conjuntivo fibroso, ao contrario de
referéncias obtidas da literatura.

9} Na doenga tiroideana auto-imune, 08 estudos morfologicos da membrana
basal folicular no demonstraram sua interrupgdo, apesar da presenga de

intenso infiltrado linfoplasmocitario.

10) Os dados obtidos até o presente levaram-nos a questionar a participagdo
dos anticorpos antitiroperoxidase, antitiroglobulina, anti-receptor de TSH,

citotoxicos, anti-membrana basal e outros fatores implicados, na
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determinagdo de alteragBes estruturais significativas da membrana basal

folicular na doenca tiroideana auto-imune.

11) Finalmente, com a demonstragio de anticorpos contra as fragdes de 208,
180, 162, 135, 102, 87, 68 e 60 kDa do colageno IV e mais
especificamente de 57 kDa da laminina, tornar-se-4 necessario o estudo de
suas propriedades biologicas e possivel participagio como marcadores

sorologicos na fisiopatologia da doenga tiroideana auto-imune.
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7- SUMMARY

The purpose of the present study is to evaluate
serological and morphologic aspects concerning the basement membrane
(BM) of the thyroid follicle in autoimmune thyroid disease (ATD). In this
way, new elements for a better understanding of its pathophisiology could be
suggested.

In order to detect antibodies to collagen IV and laminin,
two major components of the BM, serological tests of patients with the
diagnosis of different thyroid diseases were performed by the transfer
eletrophorests method followed by immunoblot.

Only in the Basedow-Graves’ disease antibodies to
various collagen IV fractions were detected. Also, antibodies to laminin
were found in these patients’ sera, detected by recognition of the 57 kDa
fraction of laminin, These antibodies are probably involved in the
pathogenesis of ATD and are not just consequence of hypermetabolic states
due to hyperthyroidism, since no antibodies could be detected in thyroid
hyperfunction caused by benign thyroid neoplasia.

Production of sach antibodies could be atributed to or
cause BM alterations as a comsequence of disturbed immunological
tolerance to their components, which are otherwise recognized as self, and
induction of immunologic response. If this is true, immunohistochemical

staining of collagen IV an laminin could be useful in detecting follicle BM



disruption in ATD. Our results do not corroborate this hypothesis, since we
were not able to find BM alterations in thyroid diseases, even in areas of
heavy lymphoplasmatic inflamation. Finding of focal BM thinning, mainly in
Graves’ disease, could be preliminarly explained by hypermetabolism,
delivery of collagen IV and laminin to the circulation and induction of
antibody production against them. This hypothesis, however, is not
corroborated by the findings in toxic adenoma, another cause of
hyperthyroidism, in wich BM thinning is not present. In Hashimoto
thyroiditis, in disagreement with previously reported data, no disruption, nor
significant BM thinning were seen.

The pathogenetic role of these antibodies is not yet clear,
but it does not seem that they cause follicular BM damage. Further
mvestigations are needed to characterize biologically such antibodies and to
understand their relationship to follicular BM in ATD.
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8- ANEXO

~ AMP: adenosina mono-fosfato

- EDTA: efileno-diamino-tetra-acético

- LHS, tumor de: tumor de Engelbreth-Holm-Swarm
. IgG: imunoglobuling do isotipo G

- &Da: unidade de peso molecular Dalton. 1 kDa = 1000 daltons

- LAPE: Laboratério de Patologia Experimental

- LATS: "Eong~écting thyroid stimulator”

- LICA: Laboratorio de Imunologia Clinica e Alergia

- MB: membrana basal

~ MBF: membrana basal folicular

- PAS. cido periddico de Schiff

- PBS: soluglio salina tamponada

~ SDS: duodecil sulfato de sédio

- 13 tritodotironina

- T4L: tetraiodotironina livre

- TPO: tiroperoxidase

- TRIS: tris[hidro-metilJamino-acético

- TSH: tirotrofina, horménio estimulador da tirdide
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- I'SHR: receptor de TSH

- TSHR-Ab: anticorpo anti-receptor de TSH

- ISHR-Ab §- anticorpo anti-receptor de TSH de acdo estimuladors
- ISHR-Ab B: anticorpo anti-receptor de TSH de a¢do blogueadora
~ T5H-us: ensaio ultra-sensivel para dosagem do TSH
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