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RESUMO

No presente estudo avaliomos a atfividade geradora de perdxido de
hidrogénio (H,O5) em fracdes particuladas de firedides suinas e
humanas. Inicialmente, analisamos as propriedades bioquimicas da
NADPH-oxidase - enzima geradora de H,O, - localizada na membrana
apical da célula tiredidea suina. Nossos resultados demonstram que a
atividade geradora de H,O, na firedide suina ocorre, principalmente,
na fracdo de membrana apical tiredidea (P 3.000g). Entretanto, no P
3.000g a enzima NADPH-oxidase & apenas parcialmente cdalcio-depen-
dente, ao contrdrio do que acontece em fragdes purificadas de mem-
brana tiredidea suina, nas quais a enzima & completamente depen-
dente de cdlcio, conforme estudos anteriores. Nossos resultados confir-
mam 0s previarente descritos para a NADPH-oxidase firedidea suina.
Em tecidos tiredideos humanos, a geragdo de H,O, ocorreu, tanto na
fragc&o microsomal (P 100.000g) quanto na frag&o de membrana apical
(P 3.000g). Nossos dados revelam ainda que a NADPH-oxidase humana
é completamente cdicio-dependente, ativada por altas concen-
fracdes de fosfato e parece ser 1&o ativa na gléndula humana quanto
na suina. Além disto, a enzima humana é dependente de adenina-fla-
vina-dinucleotideo (FAD) no meio de reacdo, ou seja, parece ser uma
flavoproteina, assim como a proteina suina. (Arq Bras Endocrinol Metab
2000;44/4: 352-357)

Unitermos: Perdxido de hidrogénio; NADPH-oxidase; Tiredide suina;
Tirebide humana

ABSTRACT

In the present study we evaluated the enzyme responsible for hydrogen
peroxide (H,O,) generation in porcine and human thyroid glands. First,
we analyzed the biochemical properties of the hydrogen peroxide gen-
erating enzyme (NADPH-oxidase), localized in the apical membrane of
porcine thyroid cells. Our results showed that the H,O, generating activ-
ity in porcine thyroids occurs mainly in the apical membrane fraction (P
3.000@). In the porcine P 3.000g, thyroid NADPH-oxidase was partially cal-
cium-dependent; however, in a purified porcine thyroid membrane frac-
fion the enzyme is completely calcium-dependent, as previously deter-
mined. These data agree with those already reported for the porcine
enzyme. In humans, H,O, generation occurred both in the microsomal (P
100.000g) and in the apical membrane fractions (P 3.000g). Our data
reveal that NADPH-oxidase seems to be as active in human thyroid
glands as in porcine thyroids; both are activated by phosphate and cal-
cium in high concentrations. Furthermore, the human NADPH-oxidase is
completely calcium-dependent and requires flavine adenine dinu-
cleotide (FAD) in the reaction mixture, suggesting the human NADPH-oxi-
dase to be a flavoenzyme, as the porcine protein. (Arq Bras Endocrinol
Metab 2000;44/4: 352-357)

Keywords: Hydrogen peroxide; NADPH-oxidase; Porcine thyroid; Human
thyroid
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TIREOIDE E RESPONSAVEL PELA SINTESE ¢ secre¢io

da trilodotironina (T3) e da tiroxina (T4); em
menor propor¢io ¢ formada trilodotironina reversa
(rT3). Os precursores destes hormonios sio derivados
da iodagio de residuos tirosila da molécula de tireo-
globulina, originando a monoiodotirosina (MIT) ¢ a
diiodotirosina (DIT). Assim, formagio de T3 e T4
ocorre em varias ctapas: transporte ativo do iodeto
para a tiredide, oxida¢io do iodeto, sintese da tire-
oglobulina (Tg), ioda¢io dos residuos tirosila da Tg
para formagdo das iodotirosilas (MIT ¢ DIT) e acopla-
mento das iodotirosilas (1).

A formagio de quantidades adequadas dos hor-
monios tiredideos depende, em primeira instincia, da
disponibilidade de iodo. O transporte de iodeto para
as células foliculares tirebideas ¢ realizado contra um
gradiente ¢letroquimico, através de um co-transporta-
dor Nat/T- que ¢ positivamente regulado pelo hor-
monio treotréfico (TSH) (2). No interior da célula
folicular tirebidea, o iodeto é rapidamente oxidado e,
posteriormente, organificado na molécula de Tg (3). A
enzima chave nestes processos de iodagdo e acopla-
mento dos residuos iodotirosila da Tg é a tireoperoxi-
dase (TPO) (4), uma hemoproteina glicosilada anco-
rada 3 membrana plasmdtica apical da célula tiredidea,
com o dominio catalitico voltado para o coléide (5). A
expressio do gene da TPO ¢ restrita ao tecido
tiredideo (6) ¢ estd sob controle do TSH (7). A reagdo
de oxida¢io do iodeto catalisada pela TPO requer
como cofator o peréxido de hidrogénio (H,0,), um
aceptor de elétrons essencial para as reagdes de iodacio
e acoplamento (4). Nunez ¢ cols. (8) postularam a
existéncia de dois sitios cataliticos na TPO oxidada
pelo perdxido de hidrogénio (composto I), um favore-
cendo o iodeto e¢ o outro favorecendo a tirosina.
Ambos os substratos sofrem oxidagdo monoeletrénica,
havendo formac¢io dos radicais livres I' e Tyr . Estes
radicais se unem, enquanto ligados a enzima, forman-
do um complexo ternario, originando a MIT. Esta
pode sofrer oxida¢do monoeletrénica e reagir com T,
formando a DIT (4).

Virios sistemas enziméticos foram propostos
como responsaveis pela geragio de H,0, na tiredide,
entre eles: NADDPH-citocromo ¢ redutase (9),
NADH-citocromo bs redutase (10), monoamina oxi-
dase (11) e xantina oxidase (12). Porém, estes sistemas
estio mais associados as fragdes microsomal (10) ou
mitocondrial das células tiredideas (11) do que com a
fragdo relacionada a atividade TPO, ou seja, membrana
apical. Bjorkman e cols. (13-15) demonstraram, em
foliculos tiredideos murinos ¢ porcinos, que o sistema
gerador de H,O, esté localizado na superficic apical da
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célula folicular vredidea, que utiliza NADPH como
substrato ¢ que h4 aumento da sua atividade quando
se adiciona ao mecio o ionéforo de cilcio A23187,
sugerindo que os niveis de calcio intracelular poderiam
regular a gera¢io de H,O,. Posteriormente, demons-
trou-se que a enzima responsavel pela geragio de
H,0, ¢ cilcio-dependente (16,17). Foi sugerido que
seria necessaria a ligagdo do calcio a uma sub-unidade
inibitéria da enzima, ou a um dominio auto-inibitério,
para converté-la da forma inativa para a forma ativa
(17,18).

O sistema enzimatico responsdvel pela geragio
de H,0, toi melhor caracterizado em tiredides suinas,
tendo sido demonstrado que a enzima é uma flavo-
proteina, ja que utiliza um dinucleotideo flavina-
adenina (FAD) como grupamento prostético (19). O
mecanismo bioquimico da geragio de H,0, ¢ a
natureza molecular do transporte de elétrons associa-
do 4 membrana tiredidea ainda nio esti completa-
mente elucidado, porém este mecanismo foi muito
estudado (16-26), com algumas divergéncias entre os
resultados obtidos. Os autores concordam que o sis-
tema gerador de H,O, ¢ dependente de cilcio e que
envolve uma NADPH-oxidase.

O principal horménio regulador da NADPH-
oxidase tirebidea é o TSH. Bjorkman e cols. (15), uti-
lizando foliculos abertos de porcos, demonstraram que
o efeito estimulador do TSH nio seria através do
aumento de AMPc, portanto, deveria estar ligado ao
aumento intracelular de calcio. Resultados similares
foram obtidos em amostras tirebideas de bovinos (27).
Em ratos, a geragio de H,O, estimulada por TSH
parece ser mediada tanto pelo AMPc, quanto por
aumento de fosfatidil-inositol /cilcio (28). Além disto,
Raspé ¢ Dumont (2) demonstraram que o H,O, celu-
lar era liberado sob controle toénico do TSH, via casca-
ta de AMPDc, em tire6citos caninos. Estes dados estdo
de acordo com os descritos posteriormente por Car-
valho e cols. (29) em tiredcitos suinos, nos quais a en-
zima responsavel pela geracio de H,0O, também foi
induzida pelo TSH através do aumento de AMPc.
Desta maneira, assim como a TPO ¢ a Tg, o sistema
gerador de H,O, (NADPH-oxidase tiredidea) parece
ser um marcador de diferencia¢io celular tiredideo, ja
que sua sintese ¢ regulada por TSH (2,29).

A caracterizagdo deste sistema enzimditico em
tiredides humanas contribuird para o melhor entendi-
mento da fisiopatologia de algumas doengas desta
glindula. Assim, no presente c¢studo, padronizamos a
dosagem do sistema gerador de perdxido de
hidrogénio na tiredide ¢ o estudamos em tecidos para-
nodulares de nédulos frios.
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PACIENTES E METODOS

Estudo do sistema gerador de H,0, em particu-
lados tiredideos de porco

A dosagem do sistema gerador de H,O, tiredideo foi
padronizada em particulados tirebideos de porco, gen-
tilmente cedidos pelo Dr. Alain Virion (INSERM,
Franga), para possibilitar a compara¢io de nossos
resultados aqueles obtidos anteriormente no labo-
ratério do grupo francés (17,19).

Diferentes volumes de particulado tiredideo
suino (25, 50, 100, 150 ¢ 200pl) foram incubados em
tampdo fosfato de sédio 50mM ou 150mM, pH 72
contendo 10puM NaNj (para inibir qualquer enzima
que pudesse destruir o peréxido gerado), 10uM EGTA,
12uM CaCl, e 100pM NADPH (substrato da enzima).
As amostras foram incubadas em banho-maria a 30°C.
Apés 5, 10, 15 ¢ 20 minutos de incubag¢io 100pl do
incubado foram transferidos para tubo contendo 10pl
de HCl 24N para paralisar a reagio ¢ destruir o
NADPH restante. Deste modo evitamos a geragio adi-
cional de H,O, ap6s os intervalos de tempo determina-
dos. O H,0, gerado foi medido pelo método da
escopoletina, conforme anteriormente descrito (17).

Processamento dos tecidos humanos para
caracterizacdo da geracdo de H,0,
Utilizamos amostras de tecidos paranodulares tirebideos
provenientes de quatro pacientes com bdcio nodular
atdxico (nédulos hipocaptantes). Todos os pacientes es-
tavam eutiredideos no dia da cirurgia e nio receberam
nenhuma medicag¢do no perfodo pré-operatério. Este es-
tudo foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFR].
As amostras de tecido tiredideo foram dis-
sccadas e as dreas hemorrigicas e o tecido conjuntivo
foram removidos em placa de petri sobre gelo. O teci-
do com aspecto homogéneo foi pesado ¢ homo-
geneizado em Ultra-Turrax, 1g de tecido para 3ml de
tampdo H (fosfato de sédio 50mM, sucrose 250mM,
EGTA ImM, DTT 200puM, pH 7,2). O homo-
geneizado foi filtrado em gaze e centrifugado a
3.000g, 15 min, 4°C (rotor SS 34, Sorval - centrifu-
gagdo I). O precipitado foi ressuspenso em 3ml de
tampao A2 (fosfato de s6dio 50mM, sucrose 250mM,
cloreto de magnésio 2mM, pH 7,2) e centrifugado nas
mesmas condi¢gdes anteriores; 0 mesmo processo foi
repetido duas vezes, sendo esses sobrenadantes
desprezados. O dltimo precipitado (P 3.000g) foi
ressuspenso em 1ml de tampdo A2. O sobrenadante da
centrifuga¢io I foi centrifugado a 100.000g, 1h, 4°C
(rotor 70.1 Ti, ultracentrifuga Beckmann - centrifu-
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gagdo II). O precipitado foi ressuspenso em 3ml de
tampdo A2 ¢ centrifugado nas mesmas condigdes. O
sobrenadante foi eliminado e o precipitado ressuspen-
so em 1ml de tampdo A2 (P 100.000g).

Diferentes volumes das preparagdes P 3.000¢g
(membrana apical) ¢ P 100.000g (microsoma) foram
incubados em tampdo fostato de soédio 50, 170 ou
200mM, pH 7,2 contendo 10uM NaNj, 10uM
EGTA, 0,4uM FAD, 15pM CaCl, ¢ 200pM NADPH
(30). As amostras foram incubadas em banho-maria a
30°C. Apds 5, 10, 15 ¢ 20 minutos de incubagio
100ul do incubado foram transferidos para tubo con-
tendo 10pl de HCl 2,4 N. O H,0, gerado foi medi-
do pelo método da escopoletina (30).

A dosagem protéica das amostras foi feita usan-
do-s¢ 0 método de Bradford (31). As dosagens enzi-
maticas foram feitas em pelo menos dois experimentos
diferentes para cada amostra de tecido humano.

RESULTADOS

Inicialmente, padronizamos a metodologia de do-
sagem de perdxido de hidrogénio. Houve diminui¢io
progressiva da fluorescéncia com o aumento da con-
centragio de H,0, adicionada ao meio de reagio: a
oxida¢do da escopoletina pelo H,O, ocorreu pratica-
mente na razio mol por mol.

A geragio de H,0, aumenta progressivamente
em fung¢do do volume da preparagio de particulado de
tireoide suina utilizado (figura 1), sendo a atividade
maxima alcan¢ada com 100l da preparagdo. Assim, uti-
lizamos esse volume de amostra (100ul) para estudar
algumas caracteristicas do sistema gerador de H,0,. A
quantidade de H,0O, gerada aumentou progressiva-
mente com o aumento da molaridade de calcio no meio
de incubagio (figura 2). Entretanto, ndo houve variagio
significativa entre as atividades medidas em diferentes
concentragoes de fosfato (50 ¢ 150mM) (figura 3).

Nas tiredides humanas, detectamos atividade
geradora de H,0, tanto no P 3.000g (207nmol H,O,
e h'l e gl ptn, em média) quanto no P 100.000g
(190nmol H,O, * h'l e mg! ptn, em média) (figura
4), enquanto em tirebides suinas a atividade geradora
se restringe a fragio P 3.000g. As atividades enzimati-
cas em ambas as fra¢des de tirebides humanas sio com-
pletamente cilcio dependentes e ativadas por altas
concentragoes de fosfato (figura 5).

DISCUSSAO

O método da escopoletina vem sendo utilizado por
diversos autores (16,17,29) para medir a atividade de
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Figura 1. Geragcdo de HyO, com quantidades crescentes
de particulado (P3.000g) tiredideo de porco. Os resultados
s@o expressos como a média de duas dosagens.
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Figura 3. Atividade geradora de HyO, por 100ul de particu-
Jlodo de firedide de porco, variando-se as concentragdes
de fosfato no meio de incubacgdo. Os resulfados sdo
expressos como média + EPM. * P< 0,05,

geragio de H,O, em particulados tiredideos de porco.
No nosso laboratério, esta metodologia foi padronizada
durante o presente estudo, sendo os resultados similares
aos anteriormente obtidos em outro laboratério (17).
Déme ¢ cols. (17), ja demonstraram o papel ati-
vador do cilcio na produgio de H,O, em particulados
de tirebides suinas. Anteriormente, foi sugerido que a
regulagio da concentragdo intracelular de calcio livre
deve ter um papel relevante no controle da produg¢io
de H,0, na tiredide (2,16). Mais recentemente, Car-
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Figura 2. Atividade geradora de HyO, por 100Ul de particu-
lado de tirebide de porco, variando-se a concentracéo de
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Figura 4. Afividade geradora de HyOo nas fracbes de mem-
brana apical (P3.000g) e fragdes microsomais (P100.000g)
de amostras de tiredides humanas (tecido paranodular de
nddulos frios)

valho e cols. (29) demonstraram que a geragio de
H,0, dependente de célcio ¢ induzida pelo TSH
através da cascata de AMPc, em culturas primarias de
células tiredideas de porco. Nossos resultados corrobo-
ram os achados de outros autores, sugerindo haver
estimulag¢io especifica do cilcio sobre o sistema gerador
de H,0,. A cition dependéncia do sistema gerador de
H,0, foi descrita por diversos autores como sendo
especifica para o calcio, pois estudos in vitre utilizando
Mg+ demonstraram que a ativa¢io do Ca*+ ndo era
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Figura 5. Atividade geradora de HyO, por 100ul de
particulado de amostras de tiredides humanas, va-
riando-se as concentracdes de fosfato no meio de
incubagdo. Os resultados sGo expressos como média
+ EPM. * P< 0,05, andlise de vari@ncio seguida do
feste de comparagdes multiplas de Neumann Keuls.

reproduzida por cste cation (17). Além disto, os nossos
achados de completa cilcio-dependéncia da NADPH
oxidase encontrada em tiredides humanas refor¢a a
idéia da estimulagio da enzima por este cation.

Recentemente, Leseney e cols. (30) descreve-
ram a presenga da NADPH oxidase em amostras de
bocios difusos toxicos. A NADPH oxidase descrita por
csses autores tem caracteristicas bioquimicas seme-
lhantes as encontradas no presente estudo. Entretanto,
as atividades enzimdticas detectadas por Leseney e
cols. (30) foram muito menores (30) que as por nés
determinadas, provavelmente por terem os pacientes
recebido iodo no periodo pré-operatério. Assim, pos-
tulamos que a NADPH oxidase scja o alvo principal do
mecanismo de auto-regulagdo, como anteriormente
sugerido para o sistema gerador de H,O, em tecidos
tiredideos caninos ¢ humanos (32).

Foi sugerido, por diversos autores, que em
alguns bécios disormonogénicos a causa do defeito na
biossintese hormonal poderia ser alguma alteragio na
geragao de H,0, (33,34). Uma vez que a NADPH
oxidase humana estd caracterizada, serd possivel estu-
dar bodcios disormonogénicos nos quais possa haver
defeito na biossintese hormonal por diminui¢io na
geragao de H,O,; ¢ relaciond-los a defeitos na atividade
NADPH oxidase.
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