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RESUMO

Serrano-Nascimento C. Bases moleculares envolvidas na regulagdo da expressdo do co-
transportador sédio-iodeto (NIS) pelo iodeto em tiredcitos. [tese (Doutorado em Fisiologia
Humana)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2013.

O iodo € essencial para a biossintese de hormonios tireoidianos e para a regulacdo da
funcdo da tireoide, uma vez que interfere com a expressao de uma série de genes nesta
glandula, dentre os quais, o que codifica a proteina denominada co-transportador sédio-iodeto
(NIS). Nossos estudos anteriores demonstraram, tanto in vitro quanto in vivo, que 0 €Xcesso
de iodeto reduz a expressdo e o comprimento da cauda poli(A) do mRNA da NIS, efeitos que
foram identificados a partir de 30 min de tratamento. Além disso, células PCCI3 tratadas com
excesso deste oligoelemento apresentaram menor recrutamento do mRNA da NIS para os
ribossomos, indicando um comprometimento da traduc¢do deste transcrito. Nosso atual
objetivo foi identificar e caracterizar as bases moleculares, transcricionais e poés-
transcricionais, envolvidas no efeito inibitério do iodeto sobre a expressdo e funcdo da
proteina NIS. Para tanto, células PCCI3 foram tratadas com Nal (10'3 M) e realizaram-se
ensaios para: determinar a meia-vida do transcrito de NIS; analisar o papel das porcdes
3’UTR e 5’UTR deste transcrito nos eventos pds-transcricionais estudados; avaliar os eventos
transcricionais desencadeados pelo excesso de iodeto; investigar a organizacdo e o papel do
citoesqueleto nos eventos desencadeados pelo iodeto; analisar o conteddo total, meia-vida,
localizac@o subcelular, via de degradagdo, via de internalizacdo e atividade da NIS apds o
tratamento; investigar a ativagdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt. Os resultados evidenciaram
que o excesso de iodeto: (a) reduz a meia-vida do mRNA de NIS; (b) interage com a por¢ao
3’UTR, mas nao com a 5’UTR deste transcrito; (c) diminui a taxa de transcricdo do promotor
do gene da NIS; (d) desorganiza o citoesqueleto de actina dos tiredcitos; (e) reduz o contetido
total, de membrana, a meia-vida e a atividade da NIS; (f) aumenta a internalizacdo da NIS,
pela via da clatrina, e sua degradagdo, pela via lisossomal; (g) ativa a via da PI3K/Akt através
da producdo de espécies reativas de oxigénio. Conclui-se que assim como outros
oligoelementos, o iodeto desencadeia uma série de mecanismos, transcricionais € pos-
transcricionais, que podem ou ndo estar relacionados uns aos outros, mas que em conjunto,
sdo responsdveis pela inibicdo da expressio e fung¢do da NIS em tiredcitos expostos
agudamente ao excesso de iodeto. Desta maneira, o conjunto de dados apresentados adiciona
a literatura, uma série de novas evidéncias dos mecanismos envolvidos na regulacdo da NIS
durante o efeito Wolff-Chaikoff e seu escape.

Palavras-chave: Iodeto. Co-transportador sédio-iodeto. Tiredcitos. Efeito Wolff-Chaikoff.

Regulacdo pds-transcricional. Regulagao transcricional. Tratamento agudo.



ABSTRACT

Serrano-Nascimento C. Molecular basis involved in the regulation of sodium-iodide
symporter (NIS) expression by iodide in thyrocytes. [thesis (Ph. D. thesis in Human
Physiology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2013.

Iodine is essencial for thyroid hormones biosynthesis and thyroid function regulation,
since this trace element interferes with the expression of different genes in this gland, as the
one that codify for the sodium-iodide symporter (NIS). Our previous studies demonstrated
that, both in vitro and in vivo, iodide reduces the expression and the poly(A) tail length of NIS
transcript, effects triggered after 30 min of treatment. Moreover, PCCI3 cells treated with
1odide excess presented reduced association of NIS mRNA and ribosomes, indicating the
impairment of the translation process. Our actual objective was identify and characterize the
molecular basis, transcriptional and post-transcriptional, involved in the inhibitory effect of
iodide on NIS expression and function. PCCI3 cells were treated with Nal (10~ M) and assays
were performed to: determine the half-life of NIS transcript; analyze the role of 3’UTR e
5’UTR in the post-transcriptional events studied; evaluate the involvement of transcriptional
events in the iodide effects; investigate the organization and the role of cytoskeleton in the
events triggered by iodide; analyze the total content, plasma membrane content, half-life,
degradation pathway, internalization pathway and activity of NIS after iodide treatment;
investigate the activation of PI3K/Akt signalling pathway. The results indicated that iodide
excess: (a) reduces the half-life of NIS mRNA; (b) interacts with 3°’UTR, but not with 5’UTR
of NIS transcript; (c) inhibits the transcription rate of NIS promoter; (d) disrupts the actin
cytoskeleton of thyrocytes; (e) reduces the total content, the plasma membrane content, the
half-life and the activity of NIS; (f) induces NIS internalization, through clathrin pathway, and
NIS degradation, through lysosomal pathway; (g) activates the PI3K/Akt signalling pathway
through the generation of reactive oxygen species. We conclude that like other oligoelements,
iodide triggers different mechanisms, transcriptional and pos-transcriptional, that are
responsible for the inhibition of NIS expression and fuction after acute exposure of thyrocytes
to iodide excess. Therefore, the data presented herein add new evidences of the mecanisms
involved in the regulation of NIS during the Wolff-Chaikoff effect and its escape
phenomenon.

Keywords: Iodide. Sodium-iodide symporter. Thyrocytes. Wolff-Chaikoff Effect. Post-

transcriptional regulation. Transcriptional regulation. Acute treatment.
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EGTA - 4cido etilenoglicol tretacético

FITC — isotiocianato de fluoresceina

G418 — antibiético neomicina

GAPDH - do inglés Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase — gliceroaldeido 3-fosfato
desidrogenase

GPx — glutationa peroxidase

H,0,; — peréxido de hidrogénio

HAM F12 — do inglés Ham’s Nutrient Mixture F-12

hNIS - co-transportador sédio-iodeto humano

HTs — hormonios tireoidianos



IDD — do inglés lodine Deficiency Disorders — moléstias relacionadas a deficiéncia de iodo
IL-1a — interleucina 1-alfa

INF-y — interferon gama

Kb — quilobase
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miRNA — microRNA

MIT - 3-monoiodotirosina
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PABP — do inglés Poly-A Binding Protein — proteina ligante a cauda poli(A)
PAP — do inglés Poly-A Polimerase — poli(A) polimerase

Pax8 — do inglés Paired Box 8

pb — par de bases

PBS - tampao salina fosfato

PBS/CM - tampao salina fosfato com cloreto de calcio e cloreto de magnésio
PBST - tampao salina fosfato com tween

PCR - reacdo em cadeia da polimerase

PDS - pendrina

PI3K - do inglés Phosphoinositide 3-kinase — fosfatidilinositol-3-quinase
PMSF - do inglé€s Phenylmethylsulfonyl fluoride — fluoreto de fenil-metil-sulfonil
PTU - 6-propil-2-tiouracil



RNA - 4cido ribonucléico

rNIS — co-transportador sédio-iodeto de rato
ROS - do inglés Reactive Oxigen Species — espécies reativas de oxigénio
RPL19 - proteina ribossomal L19

RPM - rota¢do por minuto
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T; — triiodotironina
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TPO - tireoperoxidase

TRH - hormonio liberador de tireotrofina
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TSHR - receptor do hormdnio tireotrofina
TTF-1 — fator de transcrigao tireoidiano 1
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u.a. — unidade arbitraria

UTR - regido nao traduzivel

UV — ultravioleta
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia do iodo

O iodo é um oligoelemento indispensdvel para o organismo, uma vez que € essencial
para a biossintese de hormoénios tireoidianos (HTs), os quais exercem importantes efeitos
sobre a regulacdo do metabolismo, desenvolvimento e crescimento (Farwell, Braverman,
2001). Desta maneira, torna-se evidente que tanto a producdo de HTs quanto a funcdo da
glandula tireoide, dependem de um suprimento adequado de iodo na dieta (Carrasco, 1993).

No entanto, o i0odo é escasso no ambiente, sendo a fonte mais abundante, alimentos de
origem marinha. Além disso, alimentos provenientes de regides proximas ao ambiente
marinho, onde o solo é rico em iodo, também servem de fonte deste oligoelemento (Preddy et
al., 2009). Contudo, o acesso ao iodo para a populacdo em geral decorre da sua adi¢do ao sal
de cozinha, em quantidades adequadas para garantir produ¢do hormonal tireoidiana suficiente.

Além disso, o iodo € usualmente utilizado como estabilizante de alimentos e
componente de corantes vermelhos presentes em salgadinhos, snacks, fast-foods, cujo
consumo vem aumentando na populacdo ocidental nas ultimas décadas, nas mais variadas
faixas etdrias, por conta da mudanca dos hdbitos alimentares, principalmente nas grandes
metropoles (Camargo et al., 2008; Duarte et al., 2004; Duarte et al, 2009; Medeiros-Neto,
2009). Alguns farmacos, complexos vitaminicos e suplementos alimentares também
apresentam iodo em sua composi¢ao (Leung et al., 2012; Leung, Braverman, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) preconiza um aporte didrio de 150 pg de
iodo pela dieta em individuos adultos. Sabe-se que tanto a falta quanto o excesso de iodo
provocam alteracdes na fungdo tireoidiana, que podem ocasionar graves consequéncias nos
individuos, dependendo da fase do desenvolvimento na qual eles se encontram.

Apesar de a tireoide possuir um sistema altamente especializado de transporte de iodo,
as doencas geradas a partir da deficiéncia de iodo na dieta ainda sdo um grave problema de
saide publica mundial, com multiplas e severas conseqiiéncias para o organismo, todas
devidas a inadequada producdo de hormonios tireoidianos (Zimmermann, Anderson, 2012a e
2012b). Essas doengas incluem hipotireoidismo, bdcio, cretinismo, entre outras, e foram
agrupadas como moléstias relacionadas a deficiéncia de iodo ou iodine deficiency disorders —

IDD (Knobel, Medeiros-Neto, 2004; Li, Eastman, 2012).
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Todavia, atualmente a oferta de iodo pela dieta vem crescendo grandemente, o que
parece ter relacdo com os efeitos lesivos gerados sobre a tireoide. Dados recentes da OMS
corroboram essas observagdes, uma vez que indicaram um elevado consumo de iodo em
muitos paises, como Japao e China. Brasil, Algéria, Zimbabwe e Uganda, também apresentam
elevada média de concentragdo do iodo urindrio (300 pg/L), assim como o Chile e Congo
(500 pg/L), comparando-se com a ioddria normal que é de 100 pg/L. De fato, quando em
excesso, este elemento trago tem sido classificado como um disruptor da funcdo tireoidiana,
uma vez que se associa ao desenvolvimento de disfuncgdes tireoidianas, como tireoidites,
hipertireoidismo, hipotireoidismo e bdcio (Bartalena et al., 1994; Duarte et al., 2009;

Zimmermann et al., 2005).

1.2 Biossintese e secrecio de hormonios tireoidianos

A glandula tireoide estd localizada na regido cervical anterior e € o maior 6rgio
enddcrino do corpo humano (Greenspan, 2006). Possui dois lobos lateralizados unidos por um
istmo de parénquima glandular, que se apdia sobre a traquéia anterior um pouco abaixo da

cartilagem cricoide (Kimura, 2012; Saladin, 2003) (Figura 1).

Figura 1 — Ilustra¢do esquematica da anatomia da glandula tireoide.

Artéria
Tireoidiana
Superior

Gléndula

Tireoide Esdfago

Istmo

. Paratirecide
Traqueia Traqueia

A. Visdo Anterior da Tireoide. B. Visido Posterior da Tireoide
Fonte: Modificado de (Saladin, 2003).

Ao exame microscopico, a glandula consiste de uma série de foliculos de tamanhos
variados, que sao a unidade funcional da tireoide, onde o processo de sintese, armazenamento

e secrecdo dos HTs acontece. Cada foliculo € formado por uma camada tnica de células, os
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tiredcitos, que delimitam um espago interno, denominado limen, preenchido por material
coloidal, produzido e secretado pelos préprios tiredcitos. Estas células sdo polarizadas, com a
membrana basal préxima aos capilares, € a membrana apical contendo microvilosidades
voltadas para o limen. Além das células foliculares, a tireoide apresenta células C, dispersas
entre os foliculos, e que sdo responsdveis por produzir e secretar calcitonina, hormdnio
relacionado com o metabolismo do cdlcio (Greenspan, 2006; Kimura, 2012; Saladin, 2003).

(Figura 2).

Figura 2 — Representacao dos foliculos tireoidianos.

5 Glandula Tirecide

Célula Parafolicular
{célula C)

e

Coloide —__

Capilar
Sanguineo

——

Hemdacia -

A. Representacio esquemadtica da organizacgdo do tecido tireoidiano, com destaque para os foliculos tireoidianos;
B. Corte histolégico da glandula tireoide.
Fonte: Modificado de (Boron, Boulpaep, 2005; Saladin, 2003).

Como jé explicitado anteriormente, o iodo é fundamental para a biossintese dos HTs, e
apos ter sido obtido pela dieta, é reduzido a iodeto, absorvido pelo trato gastrointestinal e
transportado pela corrente sangiiinea, a partir da qual a tireoide tem acesso a este
oligoelemento e é capaz de capta-lo, gracas a proteina existente na membrana basolateral das
células tireoidianas, o co-transportador sédio-iodeto (NIS) (Carrasco, 1993; Dai et al., 1996;
Smanik et al., 1996).

O iodeto captado € entdo transportado para o limen do foliculo, principalmente, por
um trocador de anions presente na membrana apical, a pendrina (PDS) (Bizhanova, Kopp,
2011; Bidart et al., 2000b; Kopp, 1999; Royaux et al., 2000; Yoshida et al., 2002). Segue-se a
sua oxidagdo e incorporacdo nos residuos de tirosina da molécula de tireoglobulina (Tg),
processos catalisados por uma enzima presente também na membrana apical, a

tireoperoxidase (TPO) (Alexander, 1977; Kotani, Ohtaki, 1987). A acdo desta enzima
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depende do substrato peréxido de hidrogénio (H,O,) gerado por outra enzima, a oxidase
tireoidiana (Duox ou ThOx), que utiliza os substratos cdlcio e NADPH (Ameziane-El-Hassani
et al., 2005; Bjorkman, Ekholm, 1992; Caillou et al., 2001; Dupuy et al., 2000). A TPO
também € responsdvel por conjugar as moléculas de 3-monoiodotirosina (MIT) e 3,5-
diiodotorisina (DIT), formando os horménios T; (triiodotironina), T4 (tiroxina), T, e T3
reverso (Nunes, 2003; Vaisman et al., 2004).

Para que ocorra a secrecao destes hormonios, a Tg contendo HTs € endocitada pelas
microvilosidades apicais e a partir de seu processamento por enzimas lisossomais, que a
hidrolisam, as iodotironinas sdo liberadas (Greenspan, 2006; Kimura, 2012; Larsen et al.,
1998). A maioria das DITs e MITs que foram liberadas sofre a acdo da enzima dehalogenase

(DEHAL), que remove o iodo associado as moléculas de tirosina, reciclando iodeto para ser

reutilizado na sintese de novos HTs (Gnidehou et al., 2004; Green, 1971) (Figura 3).

Figura 3 — Representacdo esquemadtica da biossintese e secre¢do de hormonios tireoidianos
pelas células foliculares tireoidianas.

Glandula Sonpadi . Foliculo

Tireoide R e Coloide

‘Basolateral { -/ Apical
NIS S

2Na+_

|

TSH-R

.‘\ (.l

T = _— Tg
HO 3 :‘_Fc_’c: = — — — mé ‘\_/
g (‘ — % Coloide

A captacdo de iodeto (I') pelos tiredcitos € mediada pela proteina NIS, presente na membrana basolateral. O I é
entdo transportado para o limen do foliculo pela pendrina, presente na membrana apical. Através da atividade da
TPO, o iodeto é oxidado a iodo e incorporado aos residuos de tirosina da molécula de Tg, formando
iodotirosinas (DIT e MIT), que sdo posteriormente acopladas formando iodotironinas (T, T3, T4). A partir de um
estimulo de secrecdo, a Tg contendo HT's é endocitada pelas microvilosidades apicais, e hidrolisada por enzimas
lisossomais, levando a liberagdo de HT's na circulacdo. Fonte: Modificado de (Dohdn et al., 2003).

Desta maneira, o metabolismo do iodeto na célula folicular tireoidiana e,
conseqiientemente, a producdo de HTs, depende de uma série de proteinas e processos
bioquimicos, mas ainda assim, tem como passo limitante a captacdo do iodeto por meio da

NIS.
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1.3 Co-transportador sédio-iodeto (NIS)

1.3.1 Caracterizacao molecular de NIS

Em 1996, o gene SLC5AS, que codifica NIS em humanos e o gene Slc5a5, que
codifica NIS em ratos, foram clonados (Dai et al., 1996; Smanik et al., 1996). Posteriormente,
a clonagem do gene Slc5a5 de camundongo também foi realizada (Pinke et al., 2001).

O gene SLCS5AS estd presente no cromossomo 19p13, enquanto o Slc5a5 (de rato), no
cromossomo 16pl4, e em ambas as espécies € composto por 15 éxons separados por 14
introns (Smanik et al., 1997). Apesar disso, o tamanho dos mRNAs gerados a partir da
transcri¢do destes genes € diferente, o de humanos possui 3.9 kb, enquanto que o de ratos 2.9
kb (Smanik et al., 1997; Spitzweg et al., 2000). Adicionalmente, a andlise da fase de leitura
aberta (ORF — open reading frames) dos genes de ratos e humanos demonstrou uma grande
homologia (75%) entre estas espécies (Dohan et al., 2003).

A proteina NIS de rato (rNIS) e camundongo (mNIS) possui 618 aminodcidos,
enquanto que a humana (hNIS) apresenta 643. Estes aminodcidos encontram-se organizados
numa estrutura secundaria de treze dominios transmembrana, com terminagdo amino
extracelular e terminacdo carboxil intracelular (Dai et al., 1996; Levy et al., 1998; Spitzweg et

al., 2000) (Figura 4).

Figura 4 - Figura esquemadtica do modelo da estrutura secunddria de NIS.

Meio Extracelular

Citosol

A protefna NIS é formada por 13 dominios transmembranicos, com por¢do N-terminal extracelular, e carboxi-
terminal intracelular.
Fonte: (Dohan et al., 2003).
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Assim como a sequéncia de DNA, existe alta identidade (84%) e similaridade (93%)
entre as proteinas rNIS e hNIS. E importante ressaltar, que alguns destes aminoacidos
apresentam um papel fundamental para a atividade e especificidade de NIS no transporte de
iodeto (De La Vieja et al., 2004; De La Vieja et al., 2005; De La Vieja et al., 2007; Dohan et
al., 2002; Paroder-Belenitsky et al., 2011; Reed-Tsur et al., 2008). Ainda, outros aminoacidos
foram apresentados como potenciais sitios de fosforilacdo, que podem interferir com a
velocidade de transporte de iodeto e localizagdo de NIS na membrana plasmética dos

tiredcitos (Vadysirisack et al., 2007).

1.3.2 Mecanismo de transporte de iodeto

Considerando que o interior das células foliculares tireoidianas mantém um potencial
elétrico negativo e uma concentracao de iodeto maior do que aquela apresentada pelo plasma,
a captacdo de iodeto pela tireoide mediada pela NIS, somente € possivel, gracas a um
transporte ativo secunddrio, o qual ocorre a favor do gradiente eletroquimico de Na+ gerado
pela Na+/K+ ATPase (Kaminsky et al.,1994).

Estudos estequiométricos determinaram que o fluxo de fons para o interior das células
foliculares tireoidianas ocorre numa proporcdo de dois fons sddio para um de iodeto,
confirmando que a atividade da NIS ¢€ eletrogénica. Além disso, embora o transporte de sdédio
e iodeto seja simultaneo, a ligacdo dos fons é organizada e sequencial, desta maneira, os dois
ions sodio se ligam a NIS antes que o iodeto se ligue a mesma (Eskandari et al., 1997; Smanik

et al., 1996).

1.3.3 Expressdo de NIS em tecidos extratireoidianos

A tireoide divide a capacidade de transportar iodeto com uma série de outros tecidos
que também expressam NIS, como glandulas salivares, mamadrias e lacrimais, plexo cordide,
intestino, rim, mucosa gastrica, pele e placenta (Ajjan et al., 1998a; Bidart et al., 2000a; Cho
et al., 2000; Lacroix et al., 2001; Jhiang et al., 1998; Mitchell et al. 2001; Nicola et al., 2009;
Spitzweg et al., 1998; Spitzweg et al., 1999a; Spitzweg et al., 2001; Tazebay et al., 2000;
Vayre et al., 1999) (Figura 5).
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Figura 5 — Andlise imuno-histoquimica da expressdo de NIS em tecidos que apresentam
transporte de iodeto.

Fonte: Modificado de (Dohan et al, 2003).

Nestes tecidos, assim como na tireoide, a NIS é responsdvel pelo transporte de iodeto,
e este transporte € inibido pelo tratamento com perclorato ou tiocianato, conhecidos
competidores do iodeto pelo seu sitio de ligagao em NIS (Dohén et al., 2007)

Todavia, aparentemente ndo hé organificagdo ou acimulo de iodeto nestes tecidos e 0s
mecanismos de regulacio da expressdo e funcido de NIS sdo diferentes em cada deles (Dohan
et al., 2003). Mais ainda, em alguns deles a proteina NIS € expressa na membrana apical das
células (plexo cordide e intestino delgado), diferentemente da sua expressdo caracteristica na
membrana basolateral dos tiredcitos (Nicola et al., 2009; Nicola et al., 2012).

As modificacdes pds-traducionais, como o padrdo de glicosilacido de NIS, também sdo
diferentes em alguns tecidos, como na mama, por exemplo, onde NIS apresenta menor padrao
de glicosilagdao do que aquele apresentado na tireoide (Tazebay et al., 2000). Entretanto, ja se
demonstrou que os trés sitios de glicosilacdo apresentados pela NIS, expressa em tiredcitos,

ndo interferem com a atividade, estabilidade e/ou conteddo desta proteina (Levy et al., 1998).
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1.3.4 Regulacdo da expressao e fungdo de NIS em tireoide

Antes mesmo de sua clonagem em 1996 (Dai et al., 1996; Smanik et al., 1996) a
regulacdo da expressdo e atividade de NIS ja eram investigadas. Atualmente sabe-se que
varios hormonios e drogas sdo capazes de regular a expressdo, a localizacdo subcelular e a

funcdo de NIS na captacdo de iodeto.

1.34.1 TSH

O hormonio tireotréfico (TSH) € uma glicoproteina sintetizada pelos tireotrofos da
adeno-hipdfise, cuja secrecdo € regulada pelos proprios HTs, e pelo hormdnio liberador de
TSH (TRH), sintetizado e secretado pelo hipotdlamo (Greenspan, 2006; Nunes, 2012).

O TSH € o principal hormonio regulador e estimulador da funcdo tireoidiana, e
desempenha suas funcdes a partir da sua interagcdo com um receptor de membrana especifico,
o TSHR, que esta associado a proteina G (Vassart, Dumont, 1992; Zaballos et al., 2008).

A maioria dos estudos relata o papel estimulador do TSH sobre a atividade de
transporte de iodeto na glandula tireoide, via adenilil-ciclase € AMPc. Muitos estudos também
indicam que o TSH ativa o processo de transcri¢do do gene da NIS, aumentando o contetido
de mRNA e, consequentemente, da proteina nos tiredcitos, in vivo e in vitro (Carrasco, 1993;
Kogai et al., 1997; Levy et al., 1997; Saito et al., 1997; Spitzweg et al., 2000; Weiss et al.,
1984).

Os mecanismos de regulacdo positiva de NIS pelo TSH envolvem tanto os eventos
transcricionais (Kogai et al., 1997; Marcocci et al., 1984), quanto pds-transcricionais. Neste
sentido, Riedel et al. (2001) demonstraram que ocorrem modificacdes na meia-vida,
fosforilagdo, atividade e localizac@o subcelular de NIS na auséncia de TSH.

No entanto, além dos efeitos estimulatérios desencadeados pela ativacdo da via da
adenilil-ciclase/AMPc, o TSH também desencadeia eventos inibitérios nos tiredcitos.
Atualmente se sabe que ap6s interagdo do TSH com seu receptor, e subsequente ativacdo da
adenilil-ciclase pela subunidade o da proteina G, as subunidades Gy desta proteina ativam a
via de sinalizacdo da PI3K/Akt, que inibe a atividade/expressdo de NIS (Garcia, Santisteban,
2002; de Souza et al., 2010; Zaballos et al., 2008). Sugere-se que este efeito inibitério, que
envolve a diminuicao da transcricdo do gene da NIS pela menor translocacao de Pax8 para o

nucleo, funcionaria como um mecanismo auto-regulatério frente ao forte efeito estimulatério
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do TSH sobre NIS, garantindo um ajuste fino de sua expressdo nos tiredcitos (Garcia,

Santisteban, 2002; Kogai et al., 2008; Zabalos et al., 2008).

1.3.4.2 Citocinas

As citocinas, produzidas pelos proprios tiredcitos ou por infiltrados de células
imunoldgicas, regulam negativamente NIS. Demonstrou-se, por exemplo, que o fator de
necrose tumoral-a (TNFa), interferon-y (IFNy) e interleucina 1-a (IL-1a) diminuem o efeito
estimulatério do TSH sobre o conteido do mRNA e atividade de NIS (Ajjan et al., 1998b;
Pekary et al., 1997; Pekary et al., 1998; Spitzweg et al., 1999b). Mais ainda, ratos
transgénicos cujos tiredcitos expressavam constitutivamente INFy desenvolveram um quadro
de hipotireoidismo, derivado de uma intensa reducao da expressiao do gene de NIS (Caturegli
et al., 2000).

O TGFp também ¢ um potente inibidor do crescimento e proliferacdo das células
tireoidianas. Dentre suas agdes, descreveu-se que esta citocina suprime a a¢do do TSH em
células FRTL-5, promovendo inibicdo da expressdo do mRNA da NIS, reducdo do contetido
total dessa proteina e diminuicdo da atividade de captacdo de iodo radioativo (Kawaguchi et
al., 1997; Pekari et al., 1998). O mecanismo de acdo do TGFp envolve a diminuicdo da
expressao do fator transcricional Pax8, através das Smad2 e Smad4, levando a diminui¢do da

expressao de NIS e de outros genes tireoidianos, como Tg e TPO (Nicolussi et al., 2003).

1.3.4.3 Tireoglobulina

A Tg € a principal proteina sintetizada e secretada pelos tiredcitos, e a precursora dos
HTs. O estudo de Suzuki et al. (1998) demonstrou que esta proteina regula negativamente a
expressdo de NIS e de outros genes tireoidianos, como a propria Tg, a TPO e o TSHR.
Sugere-se que este efeito desencadeado pela Tg contrabalanceia o efeito estimulatério do TSH
sob os genes acima especificados. O mesmo grupo ainda sugere que a regulacdo destes genes
pela Tg envolve a fosforilagio desta proteina e sua interacio com o receptor de
asialoglicoproteina, presente na membrana apical dos tiredcitos, além da reducdo da expressao
dos fatores transcricionais Pax8, TTF-1 e TTF-2 (Nakazato et al. 2000; Suzuki et al., 1998;
Ulianich et al., 1999).
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Estudos recentes demonstraram que estes efeitos inibitérios da Tg também dependem
do padrao de iodacao desta molécula. Desta maneira, quanto maior a quantidade de iodo nas
moléculas de Tg, maior a inibi¢do sobre a expressdo destes genes tireoidianos (Huang et al.,

2011).

1.3.4.4 Estradiol e flavonoides

Estudos demonstraram que apesar de aumentar a proliferacdo celular, o estradiol reduz
a expressdo de NIS e sua atividade de captar iodo radioativo em células FRTLS (Furlanetto et
al., 1999; Furlanetto et al., 2001). E interessante ressaltar este efeito inibitério foi observado
tanto na presenca quanto na auséncia de TSH (Furlanetto et al., 2001).

Além disso, alguns flavondides, que sao polifendis hidroxilados presentes em vegetais
e frutas, também regulam a expressdo g€nica, a proliferacdo de tiredcitos e a funcgdo
tireoidiana (de Souza dos Santos et al., 2011; Schréder-van der Elst et al., 2003; Schréder-van
der Elst et al., 2004). Demonstrou-se, por exemplo, que a quercetina diminui a taxa de
proliferacdo celular e reduz a expressao de NIS em células FRTLS (Giuliani et al., 2008),
enquanto que a miricetina aumenta o influxo de iodo radioativo em tiredcitos humanos

(Schroder-van der Elst et al., 2004).

1.3.4.5 Propiltiouracil (PTU) e Metimazol (MMI)

As conhecidas drogas antitireoidianas, 6-propil-2-tiouracil (PTU) e I-metil-2-
mercaptoimidazol (MMI), s@o utilizadas principalmente no tratamento da doenca de Graves,
uma vez que ambas as drogas inibem a sintese de hormonios tireoidianos por bloquearem a
atividade da TPO (Nagasaka, Hidaka, 1976; Nakashima et al., 1978; Shiroozu et al., 1983
Taurog, 1976)

Estudos recentes relataram um efeito estimulador do PTU (5 mM) sobre a atividade do
promotor, expressao do mRNA e proteina, além da atividade de NIS em células FRTLS
cultivadas na auséncia de TSH, enquanto o MMI ndo provocou alteragdes (Sue et al., 2012).
Todavia, estes efeitos parecem depender da dose utilizada, uma vez que estudos anteriores,
desenvolvidos por Spitzweg et al. (1999b), utilizando a mesma linhagem celular descrita
acima, tanto o PTU (100 uM) quanto o MMI (100 uM) reduziram a expressao do mRNA de

NIS e sua atividade na captacao de iodo radioativo.
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1.3.4.6 Perclorato e tiocianato

Tanto o perclorato quanto o tiocianato sdo conhecidos inibidores da atividade de
transporte do iodeto pela NIS (Halmi, Suelke, 1956; Wolff, 1964). Estudos de Spitzweg et al.
(1999b) confirmaram que o transporte de iodeto € praticamente abolido quando as células siao
tratadas com perclorato (10 uM), sem que a expressio do mRNA de NIS fosse alterada. O
mecanismo de inibi¢do destas drogas envolve a similaridade de tamanho e carga entre o
iodeto e estes anions; e o bloqueio exercido pelo perclorato é 10-100 vezes mais eficiente do
que pelo tiocianato (Dohén et al., 2003).

Tanto o perclorato quanto o tiocianato parecem interagir com o sitio de ligacdo do
iodeto na molécula de NIS, competindo com este anion, e levando a diminuicdo de seu
transporte para o interior dos tiredcitos (Yoshida et al., 1997; Yoshida et al., 1998).

Adicionalmente, estes estudos sugeriram que o perclorato apesar de bloquear o
transporte de iodeto, ndo era transportado para o interior dos tiredcitos, uma vez que o
tratamento de células tireoidianas ou células CHO com perclorato nao induzia a geracdo da
corrente caracteristica observada durante o transporte de iodeto pela NIS (Yoshida et al.,
1997; Yoshida et al., 1998). Contudo, estudos de Dohén et al. (2007) demonstraram que o
perclorato € transportado de maneira eletroneutra pela NIS, numa proporcdo de ions diferente
(INa™:1Cl0y) daquela observada durante o transporte de iodeto (2Na':1I'). Desta maneira,
esse estudo sugeriu que NIS transporta diferentes fons a partir do gradiente de Na*, mas com

uma estequiometria especifica para cada substrato transportado.

1.3.4.7 lodo

Além de ser fundamental para a sintese de HTs, o iodo € um importante agente
regulador da atividade da glandula tireoide. Numa perspectiva histérica indicativa de seu
papel na regulacido da func¢do tireoidiana, Plummer, em 1923, foi o primeiro a administrar
altas doses deste ion para bloquear a atividade da tireoide em pacientes com doenca de
Basedow-Graves (Plummer, 1993 apud Dohén et al., 2003). Posteriormente, Morton et al.
(1944) demonstraram que altas doses de iodo inorganico inibiam a biossintese e secrecdao de
HTs em culturas de tiredcitos de ovelha. Finalmente, em 1948, Wolff e Chaikoff relataram,
que a organificagdo do iodeto é bloqueada quando este se encontra em niveis plasmaticos

elevados (efeito agudo Wolff-Chaikoff). J4 em 1949, Raben demonstrou que, bloqueando o



32

transporte de iodeto com tiocianato, o efeito inibitério gerado a partir de seu excesso no
plasma era suprimido. Sendo assim, comprovou que a inibicao aguda provocada pelo excesso
de iodeto, depende primariamente de mecanismos intra-tireoidianos desencadeados por esse
fon.

Sabe-se também que, se a alta dose de iodo for mantida por um periodo de tempo mais
prolongado ocorre um escape desse efeito inibitorio (Woff, Chaikoff, 1949). Acredita-se que a
glandula tireoide sofra uma adaptacao frente ao excesso de iodeto, diminuindo sua captacgao, e
tornando o conteddo intracelular deste oligoelemento insuficiente para sustentar o bloqueio da
sintese e secrecdao de HTs, que retomam a normalidade, demonstrando a transitoriedade desse
bloqueio (Wolff, Chaikoff et al., 1949; Braverman, Ingbar, 1963).

Acredita-se que o efeito Wolff-Chaikoff e seu escape constituem um sistema
altamente especializado de auto-regulacdo da tireoide, que a protege dos efeitos deletérios do
excesso de iodo, a0 mesmo tempo em que garante um aporte adequado deste oligoelemento
para a biossintese de HTs.

De fato, muitos trabalhos demonstraram que o excesso de iodeto é capaz de reduzir o
conteido de mRNA e/ou proteina NIS, assim como sua atividade de captacdo de iodeto, tanto
in vitro quanto in vivo (Eng et al., 1999; Eng et al., 2001; Leoni et al., 2008; Leoni et al.,
2011; Serrano-Nascimento et al., 2010; Serrano-Nascimento et al., 2012; Spitzweg et al.,
1999b; Uyttersprot et al., 1997).

Contudo, os mecanismos moleculares desencadeados pelo iodeto durante a inibi¢ao da
expressao e fungdo de NIS nao estdo completamente esclarecidos.

Alguns estudos indicam que o iodo interfere com a via de sinalizacdo do TSH,
principalmente a partir da geragdo intracelular de iodolipides pela TPO (Denef et al., 1996;
Ferreira, et al. 2005; Grollman, et al., 1986; Morand et al., 2003). Porém, dados recentes
evidenciaram que o iodeto per se desencadeia rapidos mecanismos pos-transcricionais de
regulacdo da expressio de NIS, como a redu¢do do comprimento da cauda poli(A) do
transcrito de NIS, e o comprometimento da sua taxa de traducio (Serrano-Nascimento et al.,
2010; Serrano-Nascimento et al., 2012).

Além dos estudos que relatam a regulagdo da expressdao génica de NIS pelo iodeto,
Takasu et al. (1985) demonstraram que culturas primérias de células tireoidianas submetidas
ao excesso de iodeto apresentaram alteracdes em sua morfologia, indicando um possivel
efeito deste tratamento sobre a organizacdo do citoesqueleto de actina. Estudos in vitro

corroboraram essa possibilidade, uma vez que células tratadas com amiodarona (farmaco rico
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em iodo), também apresentaram modificacdes estruturais (Yamanaki et al., 2007). Estas
alteracoes morfolégicas se somam aos eventos desencadeados pelo iodo na regulacdo da
expressdo de genes e da fungdo da glandula tireoide, uma vez que o transporte de proteinas
intracelulares, a mobilidade de fatores transcricionais e a secrecdo de hormonios, sdo eventos
que dependem do arranjo do citoesqueleto de actina.

O efeito inibitério do iodeto sobre a fun¢do de NIS também é observada na clinica e é
denominado efeito stunning. Descreve-se que este efeito seja causado pela irradiacdo prévia
da tireoide com iodo radioativo, em procedimentos pré-terapéuticos, que influenciam a
eficacia do tratamento posterior com iodo radioativo em terapias de cancer e hipertireoidismo
(Lundh et al., 2009). Estudos demonstraram que o tratamento de células tireoidianas com iodo
radioativo *'I e '*I diminuiu a expressdo de NIS (proteina e mRNA) e a captacio de iodeto,
ainda que a integridade dos tiredcitos nao tenha sido afetada pela radiacao (Lundh et al., 2007;

Lundh et al., 2009; Meller et al., 2008; Nordén et al., 2007; Postgard et al., 2002).

Sendo assim, embora varios estudos demonstrem o envolvimento do iodeto na inibi¢ao
da expressao/funcdo de NIS, poucos avaliaram as vias deflagradas, por este oligoelemento,
para a efetivacdo dessas alteracdes. Este estudo, portanto, se justificou pela busca da melhor
compreensdo dos mecanismos e eventos desencadeados pelo iodo na regulacdo da NIS, uma
proteina extremamente versatil e importante tanto na area bdsica, pelo fato de sua atividade
ser o passo limitante para a biossintese de HTs, quanto na 4rea clinica, uma vez que a
atividade de NIS € fundamental para a efetividade do tratamento de canceres com iodo

radioativo, assim como, é uma importante ferramenta para terapia génica.

1.4 Objetivos

Considerando os resultados anteriores, que demonstraram a existéncia de um
mecanismo rdpido de regulacdo da expressdo de NIS pelo excesso de iodeto, os objetivos
deste estudo desenvolvido em cultura de células tireoidianas PCCI3, foram:

a) Avaliar a meia-vida do mRNA da NIS frente ao excesso de iodo;

b) Identificar se 0 mRNA de NIS possui regides regulatérias (elementos cis)

responsivas a presenca de iodeto intracelular;

c) Investigar o efeito do iodo sobre a regulacao transcricional de NIS;
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d) Analisar o envolvimento da organizagdo do citoesqueleto nos efeitos inibitérios do

e)

iodeto sobre a tireoide e sobre a expressao de NIS;

Avaliar as repercussdes do efeito do excesso de iodo no conteudo, localizacao
subcelular, internaliza¢do, meia-vida, degradacdo e func¢do da proteina NIS, por
meio de western blotting e/ou imunocitoquimica e capta¢io de '*I;

Investigar se a via de sinaliza¢do da PI3K (inibitdria para a expressao/atividade de

NIS) € ativada quando ha excesso de iodeto.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados utilizando-se a linhagem celular de tireoide normal
de rato, PCCI3 — gentilmente doada pela professora Dra. Edna Teruko Kimura (ICB/USP, Sao
Paulo, Brasil).

As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm® e mantidas em meio HAM F12
contendo 5% de soro fetal bovino, e os antibidticos: penicilina (100 U/ml) e estreptomicina
(100 pg/ml). O meio de cultura foi suplementado com 1 mU/ml de TSH, 10 pg/ml de insulina,
5 pg/ml de apotransferrina e 10 ng/ml de hidrocortisona (Leoni et al., 2008). Todos os
hormoénios foram obtidos da Sigma (SIGMA, St.Louis, MO, USA). As culturas foram
mantidas em atmosfera umidificada com 5% de CO,, a 37 °C. Apdés atingirem a confluéncia
necessdria as células foram tripsinizadas e semeadas em garrafas pequenas (25 cm?) ou placas
de 6, 12, 24 pogos, dependendo do procedimento experimental utilizado. Ao atingirem 70%

de confluéncia foram gerados basicamente dois grupos experimentais distintos:

I. Grupo Controle: Culturas mantidas sob as condi¢des anteriormente especificadas,

cujo meio foi substituido por meio fresco contendo todos os suplementos necessdrios, mas

sem a adi¢do de iodeto de s6dio — grupo controle (C).

II. Grupo Iodo: Culturas mantidas sob as mesmas condi¢des descritas no grupo

controle, com excecdo de que ao meio fresco foi adicionado 10° M de Nal — grupo iodo (I)
(Eng et al., 2001; Leoni et al., 2008; Leoni et al., 2011). O tratamento foi mantido por
diferentes periodos de tempo (de 30 min a 24 h), dependendo do protocolo experimental

realizado.

Em alguns estudos, que serdo especificados em momento oportuno, foram gerados
grupos experimentais adicionais, nos quais as células PCCI3 foram submetidas ao tratamento
prévio com drogas/inibidores especificos (actinomicina D, ciclohexamida, nistatina,
clorpromazina, Z-leu-leu-leu-al, bafilomicina, cloroquina, AKTil/2, wortmanina,

LY2940002, SOD-peg, N-acetil-cisteina, Ebselen). Todos reagentes foram obtidos da Sigma.
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Protocolo Experimental

2.1 Avaliacao da meia-vida (t1/2) do mRNA da NIS frente ao excesso de iodo

Ja foi demonstrado que o excesso de iodo diminuiu o comprimento da cauda poli(A)
do mRNA de NIS, pardmetro que estd diretamente relacionado com a estabilidade de
transcritos, interferindo com sua meia-vida (Robinson, 1988; Ross, 1995). Desta maneira, a
partir do protocolo descrito a seguir, objetivou-se avaliar se de fato, a meia-vida do mRNA de
NIS encontrava-se comprometida, frente ao tratamento com excesso de iodo.

Células PCCI3 foram tratadas com actinomicina D (4 pM), conhecido bloqueador de
transcri¢do génica , 1 h antes do tratamento ou nio com excesso de Nal (10 M). Apés 0, 30
min, 2 € 6 h do tratamento, o meio foi removido, e 0 RNA total das células foi extraido
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguindo
instrucdes do fabricante. Brevemente, adicionou-se 0,2 ml de cloroférmio, e as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g, a 4 °C por 15 min. A fase aquosa foi coletada e precipitada
com isopropanol; seguiu-se a incubacdo em temperatura ambiente e nova centrifugacdo a
12.000 g, a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi removido, e o precipitado, que corresponde
ao RNA total, foi lavado com etanol 95% e centrifugado a 6.000 g, a 4 °C, por 5 min. O
sobrenadante foi removido, o precipidado ressuspenso em 30 pl de 4gua DEPC autoclavada.
A concentracdo de RNA de cada amostra foi obtida a partir de leitura em Nanodrop.

A andlise da expressio do mRNA da NIS foi feita por Real-Time PCR. Para isso,
primeiramente, foi feita a reagdo de transcricao reversa a partir de 1 ug do RNA total de cada
amostra, com volume total de reagdo de 20 pl. Foram adicionados: oligo dT (100 pg/ml), 10
mM de cada ANTP, 5X First-Strand buffer e 1 ul de enzima (200 U/ul) M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen). A reagdo foi realizada num ciclo de 65 °C por 10 min, seguido de
42 °C por 60 min e 95 °C por 10 min.

Para a realizagdo do ensaio de Real-Time PCR, utilizou-se 1 ul do produto de RT em
12 ul de reacdo final, contendo 200 nM de cada par de primers designados para os gene da

NIS e RPL19 (Tabela 1), que foi utilizado como controle endégeno em cada reacao.
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Tabela 1: Primers utilizados na avaliagdo da expressdo dos mRNAs de NIS e RPL19, em
células PCCI3 por Real-Time PCR.

Gene Primer Referéncia GenBank
RPL19 FWD - 5-GGCCCGCAAGAAGCTACTG-3’ NM_031103
REV - 5-TTTCGTGCTTCCTTGGTCTTAGA-3’
NIS FWD - 5-AGCCTCGCTCAGAACCATTC-3" NM_052983

REV - 5"-GTGTACCGGCTCCGAGGAT-3"

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013)

A reacdo de PCR foi realizada em aparelho Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen,
Valencia, CA, US) nas seguintes condi¢des: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min, e 40
repeti¢des de um ciclo de 95 °C por 20 s e 60 °C por 1 min.

A reagado de cada amostra foi realizada em duplicata. Para as anélises quantitativas, os

resultados foram calculados usando o método 244 (Livak, Schmittgen, 2001).

2.2 Avaliacao da responsividade da regiao 3’UTR do mRNA de NIS ao excesso de iodo

2.2.1 Células eGFP e eGFP-3’UTR

Células PCCI3 foram permanentemente transfectadas com plasmideos peGFP-C2
(Promega, Madison, WI, USA) contendo ou ndo a regidao 3’UTR do mRNA de NIS apds a
regido codificadora do gene do eGFP (eGFP = Enhanced green fluorescent protein).

Estas células foram respectivamente identificadas como células eGFP-3’UTR e células

eGFP (Figura 6).
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Figura 6 — Desenho esquemadtico do plasmideo peGFP-C2 e do construto da regido 3’ ndo
traduzivel do mRNA de NIS (904 pb) inserido downstream a regido codificadora
do eGFP.
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As células PCCI3 que foram transfectadas com o plasmideo contendo a porcdo 3’UTR completa de NIS apds a
regido codificadora do gene eGFP foram denominadas células eGFP-3’UTR, enquanto que as células que foram
transfectadas com o plasmideo sem modificag¢des, foram denominadas células eGFP.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

A transfeccao foi realizada utilizando-se o reagente Lipofectamina 2000 (Invitrogen).
Resumidamente, células PCCI3 foram plaqueadas em placas de 6 pocos, e ao atingirem 80-
90% de confluéncia, o meio das células foi trocado pelo meio Optimem (Invitrogen),
especifico para ensaios de transfeccdo. Logo depois, cada poco recebeu um mix de
lipofectamina (10 uL) e 4 ug dos plasmideos peGFP-C2 contendo ou nao a regiao 3’UTR do
mRNA de NIS downstream ao gene do eGFP. As células foram mantidas em estufa por 6
horas, e ap6s este periodo o meio foi novamente trocado por meio HAM-F12 suplementado
com hormonios e soro. Apds a transfec¢do, iniciou-se o procedimento de sele¢do das células
transfectadas, com o antibidtico G418 (neomicina) 1 mg/ml (Sigma).

Ap6s 20 dias de selegdo, as células foram tripsinizadas e ensaios de citometria de
fluxo foram realizados para confirmacdo da eficiéncia de transfeccio e selegdo.
Resumidamente, apds tripsinizadas, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X.
Posteriormente, as células foram fixadas utilizando-se paraformaldeido 2%, por 20 min. As
amostras foram ressuspendidas em PBS e analisadas no aparelho de citometria de fluxo,

FACSCalibur Flow Cytometer (Becton—Dickinson, San Juan, CA, USA).
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A manutencdo dos plasmideos nas células PCCI3 foi garantida, pelo tratamento das

mesmas com antibiético G418 0,2 mg/ml.

2.2.2 Avaliacdo da expressao de eGFP frente ao tratamento com excesso de iodeto

Apoés a geracdo das linhagens celulares, as mesmas foram divididas em dois grupos
experimentais: controle (C) e iodo (I), neste ultimo as células foram tratadas com Nal (10'3
M) por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h. O RNA total foi extraido por Trizol, conforme descrito
anteriormente, e a expressao de eGFP foi avaliada por Real-Time PCR, sendo a normalizagdo

de cada reacdo realizada através da expressao do gene neomicina (Tabela 2).

Tabela 2: Primers utilizados na avaliacdo da expressao dos mRNAs de eGFP e neomicina,
em células eGFP e eGFP-3’UTR por Real-Time PCR.
Gene Primer
FWD - 5-ACTGAAGCGGGAAGGGACTG-3'
REV - 5'-CGATGTTTCGCTTGGTGGTC-3'
FWD - 5"- ACCACATGAAGCAGCACGAC-3°
REV - 5- TGTAGTTGCCGTCGTCCTTG -3°

Neomicina

eGFP

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013)

Além disso, avaliou-se a expressdo protéica de eGFP por Western Blotting.
Resumidamente, apés a homogeneizacdo, a concentracdo de proteinas das amostras foi
determinada pelo método de Bradford, e 60 pg de proteinas totais foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 12%. Apés este procedimento, as proteinas presentes no gel
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A membrana foi entdo bloqueada
com leite desnatado (5%) em PBST, a temperatura ambiente (TA) por 1 h. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada com anticorpo especifico anti-eGFP (BD Biosciences), gerado em
camundongo, diluido na solu¢do de bloqueio e mantido em uma concentracao de 1:1000. Ao
final da incubacdo com anticorpo primdrio, a membrana foi lavada 3X por 10 min a TA, com
PBST, e incubada com anticorpo secunddrio (anti-camundongo, conjugado com peroxidase)
por 1 h a TA. Seguiram-se trés lavagens por 10 min com PBST. A membrana foi tratada com
reagentes quimioluminescentes (ECL) e entdo exposta a um filme auto-radiogrifico, cuja
andlise densitométrica foi realizada por meio do software Image J (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA). Os dados foram normalizados a partir da anélise densitométrica

de imunoblots de uma proteina constitutiva a-tubulina (BD Biosciences, San Jose, CA, USA).
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2.2.3 Avaliagd@o da meia-vida do mRNA de eGFP frente ao tratamento com excesso de

iodeto

Para identificar se a regido 3’ ndo traduzivel do mRNA de NIS € a responsavel pela
rapida diminui¢do do conteudo deste transcrito frente ao excesso de iodeto, células eGFP e
eGFP-3’UTR foram tratadas com actinomicina D (4 pM) por 1 h. Posteriormente, fez-se o
tratamento das células do grupo iodo com Nal ( 107 M) por 0, 30 min, 2, 4 e 6 h. As células do
grupo controle foram tratadas apenas com actinomicina D e apds os mesmos periodos
descritos anteriormente, o meio de cultura dos pocos de ambos os grupos foi removido, € o
RNA total das células foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen). A expressao
do mRNA de eGFP foi analisado por Real-Time PCR, utilizando-se primers especificos para

eGFP e neomicina (Tabela 2).

2.2.4 Avaliacdo da taxa de traducdo do mRNA de eGFP frente ao tratamento com excesso

de iodeto

Para avaliar se a regido 3’ ndo traduzivel do mRNA de NIS também esta relacionada
com a menor taxa de traducao deste transcrito em condicdes de excesso de iodeto, realizou-se
ensaio de perfil polissomal nas células eGFP e eGFP-3’UTR. A anélise do perfil polissomal
tem como objetivo central determinar a parcela de um determinado mRNA que estd sendo
traduzido no momento estudado.

As células eGFP e eGFP-3’UTR (10 garrafas para cada n) foram dividas em grupos
controle e iodo (tratamento com Nal 10° M por 30 min). As células foram posteriormente
tratadas por 10 min com ciclohexamida (100 pg/mL) e mantidas na estufa com temperatura e
CO, controlados. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com PBS acrescido de
ciclohexamida (100 pg/m) e homogeneizadas (baixa rotacdo) com 1 ml de tampao de lise
(250 mM sacarose, S0 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM KCl, 25 mM MgCl,, 0.1 mM EGTA, 1
mM DTT, 4 mg/ml heparina, 1% Triton X-100) (modificado de Chebath et al., 1977).

O extrato total foi centrifugado a 10.000 g por 10 min a 4° C. O sobrenadante foi
removido, transferido para outro tubo eppendorf, devidamente identificado e aplicado no topo
do gradiente de sacarose (que se iniciou com 7%, passando por 7.1%, 7.2% até 47%)
contendo: Tris-HCI 15 mM pH 7.4, MgCl, 15 mM, NaCl 300 mM, ciclohexamida (1 mg/ml),

DTT 0,33 mM. Os tubos com as amostras foram balanceados, colocados no rotor SW41Ti
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(Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA) e submetidos a ultracentrifugacdo a 36.000 rpm por
2ha4°C.

Apés a ultracentrifugacdo, as diferentes fragdes do gradiente foram coletadas em
aliquotas de 1 ml, a partir do topo, por meio de um coletor de fragdes (modelo 2110, Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), acoplado a um detector de UV, em um comprimento de onda de 260
nm, com auxilio de uma bomba peristéltica que injetava sacarose a 60 % na base do tubo (que
continha sacarose a 47%). As amostras coletadas do gradiente de sacarose (aproximadamente
1 ml), que correspondiam a fracdo dos ribossomos associados aos mRNAs, foram diluidas em
2,25 ml de tiocianato de guanidina 4 M e 3,35 ml de etanol 100 %, e incubadas a -20 °C
durante toda a noite. Os RNAs foram precipitados através de centrifugacio a 10.000 g, por 20
min a 4 °C; o sobrenadante foi desprezado e os pellets foram lavados com etanol (75 %) e
novamente centrifugados a 10.000 g por 5 min a 4 °C. O precipitado foi reconstituido com
400 ul de H,O DEPC por agitacdo mecanica, aquecido a 65 °C por 15 min e transferido para
um tubo eppendorf devidamente identificado, onde foi acrescentado 50 pl de acetato de s6dio
2 M pH 4 e 1 ml de etanol 100%.

As amostras em suspensao foram submetidas a centrifugacio a 12.000 g por 20 min a
4 °C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado reconstituido com 1
ml de cloreto de litio 2 M e incubado a 4 °C durante toda a noite. Este processo garantiu que
a heparina, presente nas amostras, fosse removida, o que é essencial para a transcri¢do reversa
do mRNA (del Prete et al., 2007). As amostras contendo os RNAs foram centrifugadas a
12.000 g, por 15 min a 4 °C, o sobrenadante desprezado e lavado duas vezes, com etanol 75%
(500 pl). Em seguida, as amostras foram secas por 10 min em speed-vac. Finalmente, as
amostras foram diluidas em dgua DEPC e submetidas aos ensaios de transcri¢do reversa e de

Real-Time PCR descritos anteriormente.

2.2.5 Identificacdo da porcao da regid@o 3’ ndo traduzivel do mRNA de NIS responsiva ao

excesso de iodeto

A partir dos resultados obtidos com as células eGFP e eGFP-3’UTR, foram
construidos novos plasmideos, contendo diferentes tamanhos da regido 3’ ndo traduzivel do
mRNA de NIS (904, 609, 311 e 138 pb). Uma série de construtos com diferentes tamanhos
foram gerados por PCR tradicional, utilizando primers especificos, conforme ilustrado na

Figura 7.
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Figura 7 — Desenho esquematico das diferentes por¢des da regido 3' ndo traduzivel do mRNA
de NIS geradas e inseridas no plasmideo peGFP-C2.
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Os plasmideos contendo foram entdo, permanentemente transfectados em células PCCI3.
Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

As eficiéncias de transfeccdo e selecdo foram confirmadas por ensaios de citometria de
fluxo. Posteriormente, as células foram tripsinizadas e cultivadas em placas de 6 pogos, e
seguiu-se o tratamento das mesmas com iodeto de sédio (10° M) por 2 h e 12 h. Avaliou-se a
expressdo proteica de eGFP através de Western Blotting, metodologia detalhada

anteriormente.

2.3 Avaliacido da responsividade da regido S’UTR do mRNA de NIS ao excesso de iodo

2.3.1 Células 5’°UTR-eGFP

Muitos trabalhos indicam regides responsivas a elementos traco em ambas as regides
nao-traduziveis (5’UTR e 3’UTR) de transcritos relacionados ao transporte/metabolismo dos
mesmos (Bermano et al., 1996a; Bermano et al., 1996b; Eisenstein, 2000; Kilav et al., 2001;
Lodish et al., 1999; Moallem et al., 1998; Naveh-Many et al., 2002; Rouault, 2002; Sela-
Brown et al., 2000; Wallander et al., 2006;).

Por este motivo, células PCCI3 foram permanentemente transfectadas com plasmideos

peGFP-N2 (Promega) contendo a regiao 5’ ndo traduzivel do mRNA de NIS upstream a



43

regido codificadora de eGFP. Estas células foram identificadas como células 5’UTR-eGFP

(Figura 8).

Figura 8 — Desenho esquemadtico do plasmideo peGFP-N2 e do construto da regido 5’UTR do
mRNA de NIS (84 pb) inserido upstream a regido codificadora de eGFP.
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As células PCCI3 transfectadas com este plasmideo foram denominadas células 5°-UTR-eGFP.
Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013)

Apo6s os 20 dias de tratamento com o antibidtico G418 (1 mg/ml), foram realizados

ensaios de citometria de fluxo para confirmacao da eficiéncia de transfeccdo e selecao.

2.3.2 Avaliacdo da expressao de eGFP frente ao tratamento com excesso de iodeto

Apoés a geracdo da linhagem celular S’UTR-eGFP, a mesma foi dividida em dois
grupos experimentais: iodo (I) e controle (C), que foram respectivamente tratados ou ndo com
Nal (10"3 M) por 30 min, 1, 2, 24 e 48 h. A expressao de eGFP foi avaliada por Real-Time
PCR e citometria de fluxo. Para andlise da expressdo protéica por citometria de fluxo, as
células 5’UTR-eGFP foram tripsinizadas e fixadas em paraformaldeido 2% por 20 min. As
c€lulas foram lavadas com PBS/CM (PBS contendo CaCl, 0,1 mM e MgCl, 1 mM) 3 vezes e
entdo permeabilizadas com 0,1% de saponina em PBS/CM contendo 0,2% BSA

(PBS/CM/TB) por 30 min, a TA. Posteriormente, as células foram incubadas por 1 h com
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anticorpo anti-eGFP conjugado Alexa Fluor® 488 (Invitrogen), a TA. As células foram
lavadas trés vezes com PBS/CM e finalmente analisadas no aparelho de citometria de fluxo,
FACSCalibur Flow Cytometer (Becton-Dickinson). Para andlise dos dados, foi utilizado o

software Flowing Software 2.5 (University of Turku, Finland).

2.4 Avaliacao do efeito do iodo sobre a atividade transcricional do promotor de NIS

2.4.1 Transfeccdo transitoria do promotor completo de NIS (pNIS 2.8)

Células PCCI3 foram plaqueadas em placas de 6 pocos e ao atingirem 80-90% de
confluéncia, foram transfectadas com os plasmideos pGL3 Luciferase Reporter (Promega)
contendo a regido promotora completa de NIS (pNIS 2.8) upstream ao gene da luciferase

(Figura 9).

Figura 9 - Desenho esquemdtico do plasmideo pGL3 bésico e do construto da regido
promotora de NIS upstream ao gene da luciferase.
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A. Esquema representativo do vetor pGL3-Basic, no qual foi inserido o promotor completo de NIS. Em amarelo
o gene da luciferase. B. Construto gerado a partir da inser¢@o da regido promotora de NIS upstream ao gene da
luciferase.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Concomitantemente, as células foram transfectadas com vetor contendo o gene da [3-
galactosidase, que serviu como um controle interno de cada experimento para avaliacao da
eficiéncia de transfeccdo. Cada procedimento de transfec¢do foi realizado em triplicada com
igual quantidade de DNA plasmidial adicionada a cada poco. No dia seguinte, as células

foram tripsinizadas e semeadas em placas de 24 pogos. Os pocos foram divididos nos grupos
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controle e iodo (Nal 107 M, por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h) apds a confirmacgdo da aderéncia das
c€lulas nas placas.

Seguiu-se o ensaio de atividade de luciferase, usando-se um kit especifico contendo
luciferina (Promega), principal substrato desta enzima. Os resultados foram normalizados
pelos niveis de atividade da [B-galactosidase de cada pogo, realizando-se ensaio com seu

substrato, ONPG (Sigma) (Nicola et al., 2010).

2.4.2 Transfeccdo transitoria da regiao enhancer de NIS (pNUE) e de mutantes desta

regido

Primeiramente, as células foram transfectadas com plasmideos contendo a regido
enhancer do promotor de NIS, que € uma por¢ao do promotor que contém sitios de ligacao
para os principais fatores transcricionais que controlam a expressdo do gene da NIS
(Costamagna et al., 2004; Endo et al., 1997; Ohno et al., 1999; Tong et al., 1997).
Adicionalmente, para verificar se algum destes fatores de transcri¢do estaria envolvido nos
eventos observados frente ao tratamento com excesso de iodeto, foram utilizados plasmideos
contendo mutagdes/delecdes nos sitios especificos de ligacdo destes fatores no enhancer de

NIS, conforme especificado na Figura 10.

Figura 10 — Desenho esquematico dos vetores pNUE e mutantes.
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Desenho esquemdtico do vetor contendo a regido enhancer completa de NIS (pNUE), e dos vetores contendo
mutacdes/delegdes de alguns sitios de ligacdo de alguns fatores de transcri¢cdo envolvidos na regulacdo da
expressdo de NIS, Pax8 (pNUE-A e pNUE-C MT) e p65 (pNUE-kB MT).

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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As células foram tratadas por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h com iodeto de sédio (10'3 M), e
os ensaios de atividade da luciferase e PB-galactosidase foram realizados em cada um dos

pocos, utilizando-se os substratos destas enzimas, luciferina e ONPG, respectivamente.

2.4.3 Analise da expressdo dos fatores transcricionais Pax8 e p65

Células PCCI3 foram divididas em grupo controle ou iodo, e neste caso tratadas com
excesso de iodeto de sédio (10~ M) por 30 min, 12 h e 24 h. O contetdo protéico dos fatores
transcricionais Pax8 e p65 foi avaliado por ensaios de Western Blotting, conforme descrito
anteriormente, utilizando-se anticorpos primérios especificos contra ambas as proteinas. A
normalizacdo foi feita pela andlise densitométrica de bandas referentes ao contetido de
proteina GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) de cada uma das

amostras.

2.4.4 Fracionamento de proteinas citoplasmdticas e nucleares para determinacdo da

localizagdo subcelular dos fatores transcricionais Pax8 e p65

As células PCCI3 foram tratadas com iodeto de sédio por 30 min, 12 e 24 h. O grupo
controle nao recebeu este tratamento. As células de ambos os grupos foram homogeneizadas
em tampao frio contendo HEPES 10 mM, KCI1 10 mM, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, DTT
1 mM, PMSF 0,5 mM. O lisado foi centrifugado e o sobrenadante coletado como fragdo
citoplasmadtica de proteinas. O precipitado foi lavado com o mesmo tampao descrito acima e
entdo novamente centrifugado, a 10.000 g por 3 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspenso em tampao contendo HEPES 20 mM, NaCl 400 mM, EDTA 1mM,
EGTA 1 mM, DTT 1 mM e PMSF 1 mM. As amostras foram homogeneizadas e novamente
centrifugadas a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi recuperado, contendo a fracdo de
proteinas nucleares. Seguiu-se o protocolo de Western Blotting, utilizando-se anticorpos

especificos para Pax8 e p65 (Santa Cruz).

2.4.5 Anadlise da localizacdo subcelular dos fatores transcricionais Pax8 e p65 por

imunofluorescéncia

Células PCCI3 foram cultivadas sobre laminulas por 24 h, e entdo tratadas, ou ndo,

com Nal por 30 min, 12 e 24 h. As células foram lavadas 3X com PBS/CM, fixadas com 2%
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de paraformaldeido em PBS por 20 min em TA, e lavadas novamente com PBS/CM. Seguiu-
se a permeabilizacdo das células com 0,1% de Triton em PBS/CM contendo 0,2% BSA
(PBS/CM/TB) por 10 min, a TA. Fez-se a incubagao das células com anticorpos primarios
especificos para Pax8 e p65, diluidos em PBS/CM/TB, por 3 h, a TA. Apds a incubacdo, as
células foram lavadas e incubadas com anticorpos secunddrios conjugados a fluoréforos
(FITC - verde e TRITC — vermelho) (Sigma). A disposi¢do das proteinas Pax8 e p65 na
célula, bem como sua expressao foram analisadas pela fluorescéncia emitida pelo anticorpo

secundério, em microscopio de fluorescéncia.

2.4.6 Ensaio de imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP Assay)

Estes ensaios foram realizados para avaliar a taxa de ligacao dos fatores transcricionais
Pax8 e p65 a regido promotora de NIS.

Resumidamente, as células foram fixadas com formaldeido 1% e a reagdo foi
finalizada pela adi¢ao de glicina 125 mM. As células foram lavadas com PBS 1X frio e
removidas das placas com o auxilio de um rodinho. Seguiu-se a centrifugacdao a 3.000 g
durante 3 min. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado, mantido em gelo, até ser
reconstituido em tampao apropriado, e homogeneizado com o auxilio de uma pipeta. As
amostras foram novamente centrifugadas, e o precipitado, que contém os nucleos foi
reconstituido em novo tampao de lise. O lisado foi sonicado, centrifugado e transferido para
um novo tubo.

Seguiu-se o estdgio de preclear, onde as amostras foram incubadas com DNA de
esperma de salmao (Sigma) e proteina A-G sepharose (Santa Cruz). As amostras foram
centrifugadas, e o sobrenadante recuperado. Os anticorpos para Pax8 e p65 foram adicionados
as amostras, que foram entdo submetidas a agitacdo e rotacdo continua.

Posteriormente, agregou-se DNA de esperma de salmao e proteina A-G sepharose as
amostras, € manteve-se a agitacdo e rotacdo por 1-4 h, a 4 °C. As amostras foram entdo
lavadas, e o DNA foi purificado.

O DNA obtido em cada amostra foi utilizado em ensaios de Real-Time PCR para
avaliacdo da quantidade de DNA de promotor de NIS que se encontrava associado ao fator de

transcricao em questao (Pax8 ou p65), apds o tratamento das células com Nal (107 M).
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2.5 Avaliacio do efeito do iodo na organizacio do citoesqueleto dos tiredcitos

2.5.1 Avaliacdo do contetido total de actina e da expressao da actina polimerizada e ndo

polimerizada

Este procedimento foi desenvolvido a partir de uma readaptacdo do protocolo de
Haller et al. (2004), com o objetivo de se avaliar o efeito do excesso de iodo no arranjo do
citoesqueleto de células tireoidianas. O citoesqueleto desempenha uma série de fungdes
relacionadas com a secre¢cdo de hormonios, movimentacdo de proteinas nos diferentes
compartimentos celulares, e finalmente, regulacao da estabilidade e eficiéncia da traducdo de
transcritos. Por este motivo, tornou-se interessante avaliar a participacdo deste arcabougo
celular nos eventos desencadeados pelo excesso de iodeto.

Parta tanto, células PCCI3 controle ou tratadas por 30 min e 12 h com Nal (10° M)
foram homogeneizadas em tampao contendo: 50 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 0,5% de
Triton X-100 e 20 mM de HEPES (pH 7,9), em um volume final de 400 pl, com a finalidade
de avaliar o conteudo total de actina presente nas amostras, por Western Blotting.

Em uma segunda leva de experimentos, o propdsito foi avaliar a organizacdo da
proteina actina em mondmeros globulares ou em filamentos. Utilizou-se o0 mesmo tampao
descrito anteriormente, ao qual foi acrescentado faloidina (132 nM), um estabilizador de
microfilamentos que preserva a actina polimerizada. As células foram homogeneizadas neste
tampdo e o homogeneizado foi mantido em gelo por 10 min e, entdo, submetido a
ultracentrifugacao a 100.000 g por 30 min a 4 °C, ao final da qual, o sobrenadante (fragao
correspondente a actina monomérica) foi separado e colocado em um tubo eppendorf
devidamente identificado. O precipitado (actina polimerizada em filamentos), por sua vez, foi
ressuspendido em 100 pl de tampdo de homogeneiza¢do sem faloidina, e lisado por sonicagdo
(Sonics & Materials Inc, Newtown, CT). A solucgao resultante foi transferida para outro tubo
eppendorf. As amostras foram quantificadas e 40 ug de proteinas, tanto da fragdo do
sobrenadante quanto da fragdo do precipitado foram aliquotadas e submetidas a eletroforese
em gel SDS-PAGE 10%. Seguiu-se a incubag¢do das membranas com a solu¢do de bloqueio e
os anticorpos primdrio (contra B-actina) e secunddrio (anti-camundongo). A normalizagdo da
andlise do contetido de proteina B-actina foi feita a partir da anédlise densitométrica do

conteddo de proteina a-actinina (proteina constitutiva) em cada uma das amostras.
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2.5.2 Avaliacdo da organizacdo do citoesqueleto de actina por ensaios de

imunocitoquimica

As células PCCI3 foram plaqueadas em placas de 6 pogos e cultivadas sobre laminulas
de vidro. Apoés o tratamento das células por 30 min e 12 h com iodeto de sodio, as mesmas
foram lavadas 3X com PBS/CM (PBS contendo CaCl, 0,1 mM e MgCl, 1 mM) e fixadas com
2% de paraformaldeido em PBS por 20 min. As células foram lavadas mais duas vezes com
PBS/CM. Para marcagdo da actina polimerizada as células foram incubadas com faloidina-
rodamina (1:40), no escuro, por 1 h. As laminas foram montadas com glicerol-carbonato e
analisadas em microscopio confocal Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). O

painel de imagens foi montado com o software Adobe Photoshop CS4.

2.5.3 Avaliacao do conteido total de eEFla e da taxa de ligacdo deste fator com o

citoesqueleto

O eEFla ¢ um fator de alongamento da cadeia polipeptidica, mas também ancora
transcritos ao citoesqueleto, protegendo-os da agdo de RNAses. O contetido deste fator foi
determinado tanto na fracdo correspondente a actina polimerizada quanto na de actina nao
polimerizada. O método usado para investigar a ligacdo entre o eEFla e o citoesqueleto foi o
mesmo utilizado para obtencdo duas fracdes de actina, desta maneira, o protocolo de extracdo
ndo sofreu nenhuma alteracdo em relacdo ao protocolo utilizado para a B-actina.

Apdés a submissdo das amostras a eletroforese, seguiu-se a eletrotransferéncia,
bloqueio da membrana com leite desnatado e incubagdo com anti-eEF1a (1:1000), produzido
em camundongo. Um anticorpo secunddrio anti-camundongo conjugado com peroxidase
(anticorpo secunddrio) foi utilizado, e obteve-se um sinal da reac¢do a partir do tratamento das
membranas com ECL. A quantificacdo do conteido de eEFla foi realizada por andlise
densitométrica, conforme descrito no tépico anterior. Os dados desta expressdao também foram
normalizados a partir da andlise densitométrica de bandas referentes ao conteudo da proteina

constitutiva a-actinina.

2.5.4 Avaliagao do conteiido de mRNA de NIS ligado ao citoesqueleto

O ensaio seguiu os mesmos padrdes descritos nos tépicos anteriores até o momento da

separacdo das fragdes sobrenadante e precipitado, em tubos eppendorfs diferentes. Apos o
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fracionamento, fez-se a extracdo do RNA total presente na fracdo de actina polimerizada
(precipitado), a partir da utilizacdo de Trizol, conforme descrito anteriormente. A analise da
expressao de NIS foi realizada a partir da técnica de Real-Time PCR, também ja descrita em

tépicos anteriores.

2.6 Avaliacio do efeito do iodo no conteado total, localizacio subcelular e funciao de NIS

2.6.1 Anadlise do conteuido total de NIS

As células PCCI3 dos grupos controle e iodo — tratadas com Nal 10 M por 30 min, 1,
2, 12 e 24 h — foram homogeneizadas e lisadas em tampao RIPA (Tris 20 mM, pH 7,5; NaCl
150 mM, Nonidet P-40 1%; deoxicolato de sédio 0,5%; EDTA 1 mM e SDS 0,1%) e inibidor
de proteases a 10%. Apds a quantificacdo da concentragdo de proteinas do homogeneizado,
utilizando-se o método de Bradford, 30 pug de cada amostra foram plotados em gel SDS-
PAGE 10%. Posteriormente foi feita a transferéncia das proteinas para uma membrana de
nitrocelulose. A mesma foi bloqueada com leite desnatado (5%) diluido em PBS-Tween
(PBST) a temperatura ambiente (TA) por 1 h. Seguiu-se a incubacdo da membrana com
anticorpo policlonal anti-NIS (gentilmente cedido pela Dra. Nancy Carrasco, Yale University,
USA) e GAPDH/o-tubulina (para normalizacdo). Ao final da incubag¢do, a membrana foi
lavada com PBST, em TA, e incubada com anticorpo secundério (conjugado com peroxidase)
por 1 h a TA, e lavada 3X, por 10 min, com PBST. A membrana foi tratada com reagentes
quimioluminescentes (ECL) e entdo exposta a um filme auto-radiogrifico, cuja andlise
densitométrica foi realizada por meio do software Image J (National Institutes of Health,

USA).

2.6.2 Analise do contetido de NIS na membrana plasmadtica

O conteddo de NIS presente na membrana plasmética dos tiredcitos foi avaliado por
ensaios de biotinilagdo de membrana. As células dos grupos controle e iodo foram lavadas
duas vezes com PBS-CM, e entdo incubadas com Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher
Scientific Inc., Rockford, IL, USA) (Img/ml) por 20 min. As células foram entdo lisadas em
tampao de lise contendo inibidores de proteases. O lisado foi transferido para tubo eppendorf
e centrifugado a 10.000 g por 5 min. A concentragdo de proteinas foi determinada e 200 pg de

proteinas totais foram incubadas overnight com beads de Streptavidina-Agarose (Thermo
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Fisher Scientific), a 4 °C, em rotagdo permanente. Fez-se entdo, uma rdpida centrifugacdo das
amostras, e a fracdo sobrenadante foi removida. As beads foram lavadas com tampoes
especificos e depois, reconstituidas em 100 ul de loading buffer. As amostras foram aquecidas
a 70-80 °C por 5 min, esfriadas em gelo por 10 min e centrifugadas a 10.000 g durante 2-3

min. A fracdo sobrenadante foi recuperada e rotulada como fragdo de proteinas de membrana.

Seguiram-se os processos de Western blotting, incubacdo com anticorpos (primdrio e

secundario) e analise densitométrica, conforme descrito anteriormente.

2.6.3 Imunocitoquimica

As células PCCI3 cresceram sobre laminulas por 48 h. As células dos grupos controle
e iodo — tratadas por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h, com iodeto de sédio (10'3 M) — foram lavadas
trés vezes com PBS/CM e fixadas com 2% de paraformaldeido em PBS por 20 min em TA .
Seguiu-se a permeabilizacdo das células com 0,1% de Triton em PBS/CM contendo 0,2%
BSA (PBS/CM/TB) por 10 min, a TA. As laminulas foram entdo incubadas com anticorpo
anti-NIS (1:2000), diluido em PBS/CM/TB, por 1 h, a TA. Apds a incubagdo, as células
foram lavadas e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho conjugado ao FITC (Sigma).
As imagens foram obtidas em microscépio de fluorescéncia e o painel de imagens criado com

o software Adobe Photoshop CS4.

2.6.4 Ensaios de captacdo de iodeto

Os estudos de transporte de iodeto em células PCCI3 intactas foram realizados quando
as mesmas atingiram 80% de confluéncia em placas de 24 pogos. Os pocos foram divididos
nos grupos controle e iodo (células tratadas com Nal 10° M por 30 min, 2, 12 ¢ 24 h). Apds
os tratamentos, o meio de cultura foi aspirado, e as células lavadas dez vezes com 0,5 ml de
solucdo de Hanks. Seguiu-se a incubag@o das mesmas com solucdo de Hanks contendo 20 uM
de '»1 (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) por 45 min a 37 °C em atmosfera umidificada, 5%
de CO,. As reacdes foram interrompidas por aspiracdo da solugdo radioativa, e lavagem das
células, por duas vezes, com solucdo de Hanks gelada. O contetido intracelular de '*I foi
avaliado por meio da sua quantificacdo em contador gama, apds permeabilizacdo das células

com 500 pl de etanol 95% gelado por 30 min.
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Para normalizac@o dos dados adicionou-se 500 pl de 4cido tricloroacético (TCA) 5%
por 20 min, a temperatura ambiente, e determinou-se a quantidade de DNA presente em cada

poco da placa utilizando-se o reagente DPA (reagcdo de Burton) (Sigma).

2.6.5 Avaliacdo da via de internalizagdo da proteina NIS

Para avaliar o envolvimento da via de internalizacdo por clatrina, as células
tireoidianas foram tratadas com um inibidor especifico desse processo, a clorpromazina (20
uM), e entdo submetidas ao tratamento com doses excessivas de iodeto, por 30 min. As
células controle deste estudo foram tratadas apenas com clorpromazina. A clorpromazina é
uma droga que impede a formag¢do de membranas endossomais e, a0 mesmo tempo, previne a
formacdo de uma depressdo revestida por moléculas de clatrina na membrana plasmatica
(Ivanov, 2008; Wang et al., 1993).

Além disso, também foi investigado se a via de internalizacdo por caveolinas estaria
envolvida nos eventos estudados. Para tanto, as células foram tratadas apenas com nistatina (5
uM) por 1 h, ou submetidas ao tratamento subsequente de nistatina por 1 h e Nal por 30 min.
A nistatina € um antifingico conhecido por desorganizar estruturas contendo colesterol. A
relacdo entre colesterol e caveolinas € amplamente descrita na literatura. Rothberg et al.
(1992) foi o primeiro a reconhecer a importancia do balango do colesterol celular e a
formacdo da estrutura caveolar. A nistatina é capaz de se ligar as moléculas de colesterol,
resultando no achatamento das cavéolas e na ruptura do revestimento da membrana por
caveolinas.

O conteddo de NIS na membrana plasmética e sua fun¢do foram avaliados por ensaios

de biotinilagdo de membrana e captacio de iodeto radioativo, respectivamente.

2.6.6 Andlise da meia-vida da proteina NIS

Para verificar se o tratamento com excesso de iodeto aumenta a degradagdo de NIS e o
turnover desta proteina, afetando sua meia-vida, as células PCCI3 foram tratadas com
ciclohexamida (CHX) (Sigma), droga que inibe o processo de traducao.

Células PCCI3 foram tratadas por 24 h com iodeto de sédio (10~ M) e posteriormente,
com CHX (10 pg/ml) pelo periodo de 3, 6, 9 e 12 h (Veléz et al., 2006). As proteinas totais
foram extraidas com tampao de lise especifico. As amostras foram submetidas ao ensaio de

Western Blotting, conforme descrito anteriormente.
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2.6.7 Avaliacdo da via de degradacdo de NIS

Atualmente sdo descritas duas vias principais de degradacdo de proteinas de
membrana: a lisossomal e a proteassomal. Para determinar por qual via NIS € degradada, e se
o iodeto em excesso seria capaz de ativar este processo foram utilizados inibidores
especificos.

Para analisar a via de degradacdo lisossomal, as células foram incubadas com
cloroquina (50 uM) (Sigma) e/ou bafilomicina (100 nM) (Sigma) na presencga/auséncia de
Nal, por 30 min e 24 h. A cloroquina é uma droga que se acumula nos lisossomos de células
de mamiferos (De Duve et al., 1974) interferindo com as fun¢des desta organela por aumentar
o pH dentro dos lisossomos (Ohkuma, Poole, 1978) e inibir as hidrolases lisossomais
(Matsuzawa, Mostetler, 1980). Além disso, alguns trabalhos indicam que este inibidor é
responsdvel por um aumento do volume dos lisossomos, causando seu rompimento
(Michihara et al., 2005). Ja a bafilomicina € um inibidor da bomba de prétons que acidifica os
lisossomos, e inibe a fusdao de autofagolisossomos com lisossomos (Yamamoto et al., 1998).

Para investigar o envolvimento da via de degradacdo proteassomal, foi utilizado o
inibidor Z-leu-leu-leu-al (5 uM) (Sigma). As células foram incubadas com este inibidor na
presenca ou auséncia de Nal, por 30 min e 24 h. O Z-leu-leu-leu-al se liga a
subunidade proteassomal catalitica 20S através da subunidade proteassomal MB1, impedindo
seus efeitos (Fenteany et al., 1995, Goldberg et al., 1995).

Apés os tratamentos, foram realizados ensaios de Western Blotting para avaliar o
contedido total de NIS, e ensaios de captacdo de iodo radioativo, para avaliagcdo da funcdo

desta proteina.

2.6.8 Anadlise da meia-vida da proteina NIS frente ao excesso de iodeto e inibidores da

degradagado protéica

Células PCCI3 foram tratadas com cloroquina (50 pM), bafilomicina (100 nM), Nal
(107 M), Nal (10” M)+cloroquina (50 uM) ou Nal (10~ M)+bafilomicina (100 nM). Apés 24
h de tratamento, as células foram submetidas ao tratamento com CHX (10 pg/ul) pelo periodo
de 3, 6, 8, 10 e 12 h. As proteinas celulares foram extraidas com tampao RIPA e as amostras

foram submetidas ao ensaio de Western Blotting, descrito anteriormente.



54

2.7 Avaliacao do efeito do iodo na via da sinalizacao PI3K-Akt

2.7.1 Avaliacdo da fosforilacdo de Akt pelo excesso de iodeto

Células PCCI3 foram cultivadas em placas de 6 pocos, e dividas em grupo controle ou
iodo, e neste caso tratadas por 15 min, 30 min e 1 h com Nal 10° M. Para garantir a
especificidade do ensaio, alguns pocos foram tratados com Nal e o inibidor da fosforilagao de
Akt (AKTi1/2, 10 uM, Sigma). Apds o tratamento, as células foram homogeneizadas em
tampao especifico contendo inibidores de proteases e fosfatases. Posteriormente, as amostras
foram sonicadas e submetidas ao ensaio de Western Blotting, descrito anteriormente.

Para verificar se a ativacao de Akt depende da ativacdo upstream de PI3K, as células
foram tratadas por 1 h com Wortmanina (I pM) ou LY294002 (10 uM) (Sigma), e

posteriormente, tratadas ou ndo com Nal por 30 min.

2.7.2 Dosagem de ROS e seu papel na ativacdo da via de sinalizacdo PI3K-Akt pelo

excesso de iodeto

Células PCCI3 foram cultivadas em placas de 12 pogos e quando atingiram 80% de
confluéncia, foram incubadas com meio HAM-F12 suplementado com hormdnios, soro e
5 uM dihidroetidina (DHE) por 10 min, a 37 °C. A DHE ndo € uma molécula fluorescente,
mas ao ser oxidada emite fluorescéncia na regido do filtro rodamina, principalmente pela
formacdo dos compostos etidio e 2-hidroxietidio, e por este motivo € um composto
amplamente utilizado em ensaios de microscopia de fluorescéncia (Bindokas et al., 1996).

Seguiu-se o tratamento das células do grupo iodo por 15 min, 30 min ¢ 1 h com iodeto
de sédio (10° M). A producio de superéxido (O,") foi avaliada pela mensuracio da
intensidade da fluorescéncia emitida pelas células, utilizando-se o microscépio de
fluorescéncia ZEISS Axiovert 100 M (Carl Zeiss) e o software Image-Pro Plus (Zuo et al.,
2000; Zuo et al., 2004).

Estudos adicionais foram realizados, utilizando células PCCI3 previamente tratadas,
por 30 min, com a enzima superéxido dismutase-polietileno glicol (SOD-peg — 100 U/ml),
que catalisa a dismutacdo de superdxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio. As células
foram entdo tratadas com DHE e iodeto de s6dio, conforme descrito anteriormente.

Para avaliar o papel da produgdo das espécies reativas de oxigénio na fosforilagao de

Akt, as células foram tratadas por uma hora com N-acetil-cisteina (1 mM), um antioxidante
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inespecifico (Cotgreave, 1997), ou com Ebselen (30 uM), um mimético da glutationa
peroxidase (GPx) (Sies, 1993). Apds estas incubagdes, as células do grupo iodo foram
tratadas por 30 min com iodeto de sddio, e a fosforilagdo de Akt foi avaliada por Western

Blotting.

2.7.3 Avaliagdo da inibicdao da atividade da via PI3K-Akt e suas conseqiiéncias sobre a

expressao e funcdo de NIS frente ao excesso de iodeto

Para verificar se a inibicdo da via PI3K/Akt reflete em alguma alteracdo no efeito
inibitorio do iodeto sobre a expressao/funcao de NIS, inibidores da ativacdao de Akt (Aktil/2;
10 uM) e de PI3K (Wortmanina; 1 uM) foram utilizados. As células PCCI3 foram tratadas
por 1 h com os inibidores, e entdo tratadas ou ndo com Nal, por 30 min. A expressdo do
mRNA de NIS, o conteido de NIS na membrana plasmdtica e a funcido desta proteina na
captacdo de iodeto foram avaliados através de ensaios de Real-Time PCR, biotinilacdo de

superficie e captacao de iodo radioativo, respectivamente.

2.7.4 Anadlise Estatistica

Os dados numéricos foram expressos como média * erro padrao da média (x £ SEM)
dos valores obtidos em cada experimento, e comparados através do uso do UNPAIRED ¢t
TEST. A andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do pos-teste Student—
Newman—Keuls, também foi utilizada, bem como a analise de varidncia de duas vias (two-
way ANOVA), quando necessario. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
software Prism Graph Pad — Version: 5.0. A significancia estatistica foi definida para valores

de p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Avaliacao da meia-vida (t1/2) do mRNA da NIS frente ao excesso de iodo

A partir dos resultados obtidos pelo Real-Time PCR, foram construidas curvas de
decaimento do mRNA de NIS de células tratadas e ndo tratadas com iodeto de sddio. De
acordo com a andlise destas curvas, observou-se que o tratamento com iodeto de sédio na
dose de 10° M levou a um decaimento muito mais acelerado do mRNA de NIS (ty2:

1,7440,19 h), do que aquele observado nas células controle (t;,: 6,33+0,10 h) (Figura 11).

Figura 11 — Decaimento do mRNA de NIS frente ao excesso de iodeto.
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A meia-vida do transcrito de NIS foi estabelecida em células PCCI3 tratadas (linha cinza) e ndo tratadas (linha
preta) com excesso de iodeto (107 M), apés tratamento prévio por 1 h com actinomicina D. Os resultados estdo
expressos como média + SEM de trés experimentos independentes; n=8 para ambos os grupos, em cada periodo
de tempo estudado.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.2 Avaliacao da responsividade da regido 3’UTR do mRNA de NIS ao excesso de iodo

3.2.1 Células eGFP e eGFP-UTR

Ap6s a transfeccdo permanente e o procedimento de selecdo, as células eGFP e eGFP-
3’UTR foram submetidas a andlise por citometria de fluxo. Conforme esperado, foi possivel
observar células positivamente marcadas em ambas as linhagens celulares, confirmando a
eficiéncia dos protocolos adotados. As células que ndo foram transfectadas ndo apresentaram

marcacao positiva. (Figura 12).
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Figura 12 — Representacdo esquemadtica da andlise, por citometria de fluxo, das células
transfectadas com plasmideos peGFP-C2 e selecionadas com antibidtico G418.
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Células eGFP, eGFP-3’UTR e células ndo transfectadas foram fixadas com paraformaldeido 2%, e preparadas
para andlise por citometria de fluxo, através do equipamento FACSCalibur Flow Cytometer. A) Interface do
software utilizado para a andlise das linhagens de células transfectadas com plasmideos peGFP-C2
(Speciment_001_Tube_003) e células ndo transfectadas (Speciment_001_Tube_002). B) Painéis de Dot Plot
obtidos a partir da andlise da fluorescéncia verde das células ndo transfectadas (painel da esquerda) e células
transfectadas com plasmideos peGFP-C2 (painel da direita). Células transfectadas com plasmideos peGFP-C2
apresentam fluorescéncia detectdvel, por expressarem eGFP, e as células positivas encontram-se no quadrante
em destaque; C. Histograma representativo para determinacdo da porcentagem de células positivas para eGFP na
linhagem de células transfectadas com plasmideos peGFP-C2 (linha preta) em relagdo as células ndo
transfectadas (linha cinza).

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.2.2 Avaliacdo da expressdo de eGFP frente ao tratamento com excesso de iodeto

A regiao 3’UTR do mRNA de NIS € responsiva ao iodo, uma vez que células eGFP-
3’UTR tratadas com excesso de iodeto apresentaram reduzida expressao do mRNA de eGFP
(Figura 13A), enquanto que células eGFP nao apresentaram qualquer modificacdo no

contetido deste transcrito apds serem submetidas ao mesmo tratamento (Figura 13B).
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Figura 13 — Efeito do excesso de iodeto sobre a expressao do mRNA de eGFP em células
eGFP-3’UTR e células eGFP.
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Representagdo grafica dos valores obtidos a partir da andlise da expressdo de eGFP e Neomicina em céluls
eGFP-3’UTR (A) e células eGFP (B), por Real-Time PCR. Os resultados estdo expressos como média + SEM
de dois experimentos independentes em unidades arbitrarias; n=6 em cada grupo. * p < 0,05; ** p < 0,01; p <
0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Resultados similares foram observados na avaliacdo da expressdo proteica de eGFP.

Células eGFP-3’UTR apresentaram redugcdo no conteido total da proteina eGFP apds o

tratamento com Nal (Figura 14A), enquanto que nenhuma modificacdo significativa foi

observada em células eGFP submetidas ao mesmo tratamento (Figura 14B).

Figura 14 — Efeito do excesso de iodeto sobre a expressdo proteica de eGFP em células
eGFP-3’UTR e células eGFP.
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Representacdo grafica dos valores obtidos na andlise densitométrica das bandas referentes expressdao de eGFP e
o-tubulina, em células eGFP-3’UTR (A) e células eGFP (B), a partir de ensaios de Western Blotting. Os
imunoblots referentes ao contetido de eGFP e o-tubulina (normalizador) de cada grupo estdo representados
acima do grafico. Os resultados estdo expressos como média + SEM de trés experimentos independentes em
unidades arbitrarias; n=6 em cada grupo.** p<0,01; *** p<0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.2.3 Avaliacdo da meia-vida do mRNA de eGFP frente ao tratamento com excesso de

iodeto

Quando as células eGFP-3’UTR foram tratadas com actinomicina D e posteriormente

com iodeto de sddio houve reducao significativa na meia-vida do mRNA de eGFP (t;: 2 h)
em relacdo ao grupo controle (ti»: 7,5 h) (Figura 15A). Por outro lado, quando as células
eGFP foram submetidas ao mesmo tratamento, nao apresentaram alteracdo significativa no
decaimento do transcrito de eGFP (t;»: 8,5 h), em relagdo ao grupo controle (t;,: 9 h) (Figura

15B).

Figura 15 — Decaimento do mRNA de eGFP frente ao excesso de iodeto.
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Curva de decaimento do mRNA de eGFP de células eGFP-3’UTR (A) ou eGFP (B), tratadas (linha cinza) ou ndo
tratadas (linha preta) com excesso de iodeto (10~ M), ap6s tratamento prévio por 1 h com actinomicina D; n=6
para ambos os grupos, em cada um dos periodos de tempo estudados. Os resultados estdo expressos como média
+ SEM de dois experimentos independentes em unidades arbitrarias; n=6 em cada um dos grupos. * P< 0.05; **
P< 0.01 vs. CO h. Two-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.2.4 Avaliacdo da taxa de traducdo do mRNA de eGFP frente ao tratamento com excesso

de iodeto

A partir do ensaio de perfil polissomal foi possivel analisar a quantidade de mRNA de
eGFP associada a ribossomos (Figura 16A), um indicativo da taxa traducao deste transcrito.
De acordo com os resultados obtidos, observou-se menor conteudo de mRNA de eGFP

associado a ribossomos em células eGFP-3’UTR tratadas com excesso de iodeto por 30 min,

em comparacdo ao grupo controle (Figura 16B). Este efeito ndo foi observado em células
e¢GFP submetidas a0 mesmo tratamento, que apresentaram semelhante conteido de mRNA de

eGFP associado aos ribossomos nos grupos controle e iodo (Figura 16C).

Figura 16 — Perfil polissomal de células eGFP-3’UTR e células eGFP.
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Representagdo grafica dos resultados obtidos em ensaios de perfil polissomal de eGFP-3’UTR (B) e células
eGFP (C) tratadas (colunas brancas) ou ndo tratadas (colunas pretas) com iodeto de sédio 10° M, por 30 min. O
esquema grafico da porcdo dos ribossomos associados aos mRNAs é representado pela figura A. Foram
realizados trés experimentos independentes, utilizando-se 10 garrafas por n, em cada grupo experimental. Os
resultados estdo expressos como média + SEM. ** P< 0.01 vs. C. Unpaired t test.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.2.5 Identificacdo da porcdo da regido 3’ ndo traduzivel do mRNA de NIS responsiva ao

excesso de iodeto

A eficiéncia de transfeccao dos novos plasmideos gerados com porcdes de diferentes

tamanhos da regido 3° UTR do mRNA de NIS foi confirmada por ensaios de citometria de

fluxo (Figura 17).

Figura 17 — Andlise da expressdao de eGFP em células transfectadas com vetores peGFP-C2
contendo diferentes porcdes da regido 3’UTR do mRNA de NIS.
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Nos painéis a esquerda encontram-se as andlises por Dot Plot das células vidveis em cada uma das linhagens.
Abaixo destes painéis estdo descritas as porcentagens de células vidveis (Live cells). Nos painéis a direita
encontram-se as andlises para determinac¢do do nimero de células positivas para eGFP (eGFP cells), ou seja, que
foram efetivamente transfectadas com os plasmideos utilizados. Nao marcada: células ndo transfectadas; Cél 2.:
células PCCI3 transfectadas com peGFP-C2 e a regido 3’UTR completa (904 pb) do mRNA de NIS; Cél 3.:
células transfectadas com peGFP-C2 contendo 609 pb da regido 3’UTR do mRNA de NIS; Cél 4.: células
transfectadas com peGFP-C2 contendo 311 pb da regidio 3’UTR do mRNA de NIS; Cél 5.: células transfectadas
com peGFP-C2 contendo 138 pb da regido 3’UTR do mRNA de NIS.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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Apos a geracdo das linhagens, as células foram tratadas com Nal (10 M) por2he 12
h. Observou-se que, apds o tratamento houve reducio significativa da expressdo proteica de
eGFP, em ambos os periodos estudados, em células transfectadas com o plasmideo peGFP-C2
contendo os fragmentos de 904 (Figura 18A) e 609 pb (Figura 18B) da regido 3’ ndo
traduzivel do mRNA de NIS. As células transfectadas com os plasmideos contendo os
fragmentos de 311 (Figura 18C) e 138 pb (Figura 18D) ndo apresentaram variacdo na

expressao de eGFP apds o tratamento com Nal.

Figura 18 — Efeito do excesso de iodeto sobre a expressdo protéica de eGFP em células
transfectadas com plasmideos contendo por¢des da regido 3’ ndo traduzivel do

mRNA de NIS.
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Avaliou-se a expressao de eGFP em células transfectadas com plasmideos contendo a regido 3’ ndo traduzivel do
mRNA de NIS completa (A), ou fragmentos de 609 (B), 311 (C) e 138 pb (D) desta regido. Cada figura
apresenta a representacdo grafica dos valores obtidos a partir da andlise densitométrica das bandas referentes
expressdo de eGFP e e-caderina, na porcdo inferior; e os imunoblots referentes ao conteido de eGFP e e-
caderina (normalizador), na porcdo superior. Os resultados estdo expressos como média + SEM de trés
experimentos independentes, em unidades arbitrarias. * p<0,05 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.3 Avaliacao da responsividade da regiao 5’UTR do mRNA de NIS ao excesso de iodo

A eficiéncia de transfeccdo e selecdo das células PCCI3 contendo os plasmideos
peGFP-N2 contendo a regido 5’ nao traduzivel do mRNA de NIS inserido upstream a regiao

codificadora de eGFP foi confirmada por ensaios de citometria de fluxo (Figura 19).

Figura 19 — Expressao de eGFP em células PCCI3 transfectadas com plasmideos peGFP-N2.
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Representa¢do da andlise realizada por citometria de fluxo da eficiéncia de transfeccdo e selecdo de células
PCCI3 com plasmideos peGFP-N2 contendo a regido 5’ ndo traduzivel completa (84 pb) de NIS upstream a
regido codificadora de eGFP. Nos painéis a esquerda encontram-se as andlises por Dot Plot das células vidveis
(Live cells) em cada uma das linhagens (ndo marcada e 5’UTR), e nos quadros ao lado as porcentagens destas
células. Nos painéis a direita encontram-se as andlises para determinacdo do nimero de células positivas para
eGFP (5’UTR-eGFP cells), ou seja, que foram efetivamente transfectadas com o plasmideo utilizado (peGFP-
N2). Nao marcada: células nfo transfectadas; 5’UTR C: células PCCI3 transfectadas com peGFP-N2 e a regido
5’UTR completa (84 pb) do mRNA de NIS.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.3.1 Avaliacdo da expressdo de eGFP frente ao tratamento com excesso de iodeto

A regido 5’ ndo traduzivel do mRNA de NIS ndo € responsiva ao iodo, uma vez que

células 5’UTR-eGFP tratadas com Nal (10 M) ndo apresentaram alteracio no contetido de

mRNA de eGFP (Figura 20), ou do contetido total de proteina eGFP (Figura 21), em relacdo

as células que ndo foram tratadas com este oligoelemento.
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Figura 20 - Efeito do excesso de iodeto sobre a expressao do mRNA de eGFP em células

5’UTR-eGFP.
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Representagdo gréfica dos valores obtidos a partir da andlise da expressdo dos mRNAs de eGFP e Neomicina por
Real-Time PCR. Os resultados estdo expressos como média + SEM de dois experimentos independentes, em
unidades arbitrarias; n=6 em cada grupo. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Figura 21 — Efeito do excesso de iodeto sobre a expressdo proteica de eGFP em células
5’UTR-eGFP.
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Representacdo gréifica das andlises, por citometria de fluxo, do conteiido total de eGFP em células PCCI3
5’UTR-eGFP tratadas com excesso de iodo por 30 min até 48 h. Nos painéis Dot Plot superiores encontra-se a
andlise do ndmero de células vidveis apds o tratamento com Nal. Nos painéis Dot Plot inferiores encontram-se
as andlises para determina¢do do nimero de células positivas para eGFP (eGFP cells). Nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos.Foram realizados dois experimentos independentes.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.4 Avaliacao do efeito do iodo sobre a atividade transcricional do promotor de NIS

3.4.1 Transfeccdo transitoria do promotor completo de NIS (pNIS 2.8)

Observou-se reducao da atividade do promotor completo de NIS a partir de 12 h de
tratamento com excesso de iodeto. A atividade relativa da luciferase foi corrigida pela
atividade relativa da -galactosidase, que funcionou como um controle interno da eficiéncia

da transfec¢ao (Figura 22).

Figura 22 - Efeito do tratamento com excesso de iodeto sobre a atividade do promotor
completo de NIS (pNIS-2.8kb).
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Células PCCI3 foram transfectadas, de forma transitéria, com plasmideos contendo a regido promotora de NIS
upstream ao gene repérter da luciferase. O painel superior representa, de maneira esquemadtica, a por¢do do
plasmideo na qual a regiio promotora de NIS se encontra. O painel inferior mostra a atividade transcricional em
resposta ao tratamento com Nal, por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h. Os resultados sdo expressos como atividade relativa
da luciferase, normalizada pela atividade relativa da -galactosidase. Os resultados estdo expressos como média
+ SEM de trés experimentos independentes, em unidades arbitrarias; n=9 em cada grupo. ** p<0,01 vs C. One-
way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.4.2 Transfecgdo transitoria da regido enhancer de NIS (pNUE) e de mutantes desta

regido

O tratamento com excesso de iodeto também comprometeu a atividade da regido
enhancer do promotor de NIS, dada a menor atividade relativa da luciferase em células PCCI3

tratadas com iodeto de sédio por 12 e 24 h, mas ndo por 30 min, 1 e 2 h (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do tratamento com excesso de iodeto sobre a atividade da por¢ao enhancer

do promotor de NIS (NUE).
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Células PCCI3 foram transientemente transfectadas com plasmideos contendo a regido NUE upstream ao gene
da luciferase. O painel superior representa, de maneira esquematica, a por¢cao do plasmideo na qual a NUE se
encontra. O painel inferior mostra a atividade transcricional em resposta ao tratamento com Nal, por 30 min, 1,
2, 12 e 24 h. Os resultados sdo expressos como atividade relativa da luciferase, normalizada pela atividade
relativa da p-galactosidase. Os resultados estdo expressos como média + SEM de trés experimentos
independentes, em unidades arbitrarias ***p<0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

A partir da transfeccdo de células PCCI3 com mutantes da regiao NUE, observou-se
que tanto a remogdo dos sitios de ligacdo de Pax8 (Figura 24A e 24B), quanto do sitio de
ligagdo de p65 (sitio kB) (Figura 24C), impediram que o efeito inibitério do iodeto sobre a

atividade transcricional do enhancer de NIS ocorresse.
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Figura 24 — O efeito inibitério do iodeto sobre a atividade do promotor de NIS depende da
regido NUE e envolve os sitios de ligacdo de Pax8 e p65.
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Células PCCI3 foram transientemente transfectadas com plasmideos contendo dele¢des em sitios especificos de
ligacdo do Pax8 (A e B) e p65 (sitio kB) (C). O painel a esquerda de cada figura representa, de maneira
esquemadtica, os plasmideos utilizados. Os graficos a direita, por sua vez, representam a atividade transcricional
das regides NUE mutantes em resposta ao tratamento com Nal por 12 e 24 h. Os resultados sdo expressos como
atividade relativa da luciferase, normalizada pela atividade relativa da B-galactosidase. Os resultados estdo
expressos como média + SEM de trés experimentos independentes, em porcentagem; n=9 em cada grupo. One-
way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.4.3 Anadlise da expressdo dos fatores transcricionais Pax8 e p65

A partir da andlise densitométrica dos resultados obtidos pelos ensaios de Western

Blotting, foi possivel observar que o excesso de iodeto de sédio nao alterou a expressao dos
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fatores transcricionais Pax8 (Figura 25A) e p65 (Figura 25B) em nenhum dos tempos

estudados.

Figura 25 — Efeito do excesso de iodeto sobre o contetddo total de Pax8 e p65 em células
PCCI3.

Paxg N AND AW S s pes WS @ WP
GAPDH (DD W Gy carDH [IEEGEGE——————

1.54 1.5+
T —=

T T ——
3 1.0- —+ L I 8 1.01 I
< - <
() o
-] w0
o 0.5 w 0.54
o o

0.0- T T T 0.0- T T T

c ISD min I12 h |24 h c |30 min I12 h |24 h
Grupos Grupos

Nos painéis superiores aos graficos, encontram-se imunoblots representativos do contetido total de Pax8 (A) e
p65 (B), assim como de GAPDH (normalizador) de cada um dos grupos. Na por¢do inferior, encontra-se a
representacdo grifica dos valores obtidos a partir da andlise densitométrica das bandas referentes expressdo de
Pax8, p65 e GAPDH, em ensaios de Western Blotting. Os resultados estdo expressos como média + SEM de dois
experimentos independentes, em unidades arbitrarias; n=6 em cada grupo. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.4.4 Fracionamento de proteinas citoplasmdticas e nucleares para determinacdo da

localizagdo subcelular dos fatores transcricionais Pax8 e p65

Apds a exposicdo das células PCCI3 ao excesso de iodo e o procedimento de
fracionamento de proteinas citoplasmadticas e nucleares, observou-se um aumento do conteido
citoplasmatico de Pax8 (Figura 26A) e p65 (Figura 26C) nos periodos de 12 e 24 h, mas ndo
ap6s 30 min do tratamento. O conteido nuclear de Pax8 (Figura 26B) e p65 (Figura 26D),

por sua vez, apresentaram-se reduzidos apos 12 e 24 h de tratamento com iodeto.
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Figura 26 — Efeito do excesso de iodeto sobre a localizacdo subcelular de Pax8 e p65.
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Células PCCI3 foram tratadas com excesso de iodeto por 30 min, 12 e 24 h e as protefnas totais foram
fracionadas em proteinas nucleares e citoplasmdticas. Em cada figura, os painéis superiores apresentam os
imunoblots representativos do conteido de Pax8, p65, a-tubulina e cjun. Na por¢do inferior de cada figura,
encontra-se a representacdo gréifica dos resultados obtidos a partir da andlise densitométrica das bandas
referentes a Pax8 (A e B) e p65 (C e D), normalizada pela andlise densitométrica de a-tubulina (normalizador
citoplasmético) e cjun (normalizador nuclear). Os resultados estdo expressos como média + SEM de quatro
experimentos independentes, em unidades arbitrdrias; n=4 em cada grupo. * p< 0,05; ** p< 0,01 vs C. One-way
analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.4.5 Andlise da localizacdo subcelular dos fatores transcricionais Pax8 e p65 por

imunofluorescéncia

Corroborando os dados descritos na secdo anterior, os ensaios de imunofluorescéncia
demonstraram claramente um aumento do contetdo citoplasmatico de Pax8 (Figura 27) e p65

(Figura 28).
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Figura 27 — Avaliacdo da localizacdo subcelular de Pax8 frente ao excesso de iodeto, por
ensaio de imunofluorescéncia.
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A partir dos ensaios observou-se aumento do conteido de Pax8 no citoplasma das células PCCI3 apds tratamento
com excesso de iodeto por 12 e 24 h, em rela¢do ao grupo controle (C). Imagens obtidas a partir da andlise das
laminulas contendo células PCCI3 fixadas, em microscépio de fluorescéncia (X400). A proteina Pax8 encontra-
se marcada em vermelho, a partir da incubacdo de células com anticorpo primdrio anti-Pax8 e anticorpo
secunddrio conjugado com TRITC. Foram realizados trés experimentos independentes.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Figura 28 — Avaliacdo da localizagdo subcelular de p65 frente ao excesso de iodeto, por
ensaio de imunofluorescéncia.

A partir dos ensaios observou-se aumento do contetddo de p65 no citoplasma das células PCCI3 apés tratamento
com excesso de iodeto por 12 e 24 h, em relagdo ao grupo controle (C). Imagens obtidas a partir da andlise das
laminulas contendo células PCCI3 fixadas, em microscépio de fluorescéncia (X400). A proteina p65 encontra-se
marcada em verde, a partir da incubagdo de células com anticorpo primdrio anti-p65 e anticorpo secundério
conjugado com FITC. Os nicleos celulares encontram-se marcados com DAPI. Foram realizados trés
experimentos independentes.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.4.6 Ensaio de imunoprecipitacdao da cromatina (ChIP Assay)

A partir dos ensaios de ChIP, utilizando-se anticorpos especificos para Pax8 e p65,
observou-se que o tratamento de células PCCI3 com excesso de iodeto reduziu a associagc@o
dos fatores transcricionais Pax8 (Figura 29B) e p65 (Figura 29C) aos seus sitios especificos

na regido enhancer do promotor de NIS apds 12 e 24 h de tratamento.

Figura 29 - Efeito do excesso de iodeto sobre a associagdo entre os fatores transcricionais
Pax8 e p65 e seus sitios de ligacao especificos na regido enhancer do promotor
de NIS (NUE).
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Ap6s a imunoprecipitagdo da cromatina com anticorpos especificos para Pax8 (B) ou p65 (C), o DNA foi
extraido e amplificado através de ensaios de Real-Time PCR, utilizando-se primers especificos para a regido
enhancer do promotor de NIS (A). Os resultados estdo expressos como média + SEM de dois experimentos
independentes, em unidades arbitrarias; n=5 em cada grupo.**p<0,01; *** p<0,001 vs C. One-way analysis of
variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.5 Avaliacio do efeito do iodo na organizacio do citoesqueleto dos tiredcitos

3.5.1 Avaliacao da expressao da actina polimerizada e ndo polimerizada

O tratamento de células PCCI3, por 30 min, com excesso de iodeto ndo alterou o
conteddo total de actina (Figura 30A). Todavia, o conteido de actina polimerizada (fracdo
que engloba os filamentos de actina) apresentou-se reduzido e o de nao polimerizada (fracdo
monomérica de actina) aumentado, frente ao excesso de iodeto por 30 min (Figura 30B e

30C).

Figura 30 — Avaliacdo do conteddo total, e das fragdes polimerizada e ndo polimerizada de -
actina de células PCCI3 tratadas com excesso de iodeto por 30 min.
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Os imunoblots referentes ao contetdo de B-actina e a-actinina (normalizador) de cada grupo estdo representados
acima de cada um dos graficos. Abaixo dos imunoblots, encontra-se a representagdo grafica do conteddo total
(A), fracdo polimerizada (B) e fracdo ndo polimerizada (C) de actina. Os resultados foram obtidos a partir da
analise densitométrica das bandas de B-actina e a-actinina de cada amostra de cada um dos grupos. Os resultados
estdo expressos como média = SEM de trés experimentos independentes, em unidades arbitrdrias; n=9 em cada
grupo. ** p<0,01 vs C. Unpaired t test.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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Resultados semelhantes foram observados apds 12 h de exposicdo ao excesso de
1odeto. Nao foi observada alteracdo no conteudo total de actina ap6s 12 h do tratamento de
células PCCI3 com excesso de Nal (Figura 31A). Além disso, este tratamento reduziu
significativamente o conteido de actina polimerizada (Figura 31B) e aumentou o contetddo

de actina ndo polimerizada (Figura 31C), nestas células.

Figura 31 — Avaliacdo do conteddo total, e das fragdes polimerizada e ndo polimerizada de -
actina de células PCCI3 tratadas com excesso de iodeto por 12 h.
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Os imunoblots referentes ao contetido de B-actina e o-actinina (normalizador) de cada grupo estdo representados
acima de cada um dos grificos. Abaixo dos imunoblots, encontra-se a representacdo gréifica do conteddo total
(A), fracdo polimerizada (B) e fracdo ndo polimerizada (C) de actina. Os resultados foram obtidos a partir da
analise densitométrica das bandas de B-actina e a-actinina de cada amostra de cada um dos grupos. Os resultados
estdo expressos como média = SEM de trés experimentos independentes, em unidades arbitrarias; n=9 em cada
grupo. * p<0,05; ** p<0,01 vs C. Unpaired t test.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.5.2 Avaliagdo da organizacdo do citoesqueleto de actina por ensaios de

imunocitoquimica

Para confirmar os dados obtidos a partir dos ensaios de fracionamento de actina, foram
realizados ensaios de imunocitoquimica com marcador especifico de actina polimerizada, a
faloidina, conjugada ao fluor6foro rodamina.

A partir da andlise das laminulas em microscépio confocal observou-se reducdo no
contetido de filamentos de actina nas células PCCI3 tratadas com excesso de iodeto de sédio

por 30 min e 12 h, em relacgdo as células controle (Figura 32).

Figura 32 — Efeito do excesso de iodo sobre a distribuicdo e contetido de filamentos de actina
em células PCCI3.

Os painéis representam fotomicrografias dos grupos Controle (A), I3p min (B) € I12 1 (C). A marcacdo de actina
polimerizada foi determinada por ensaios de imunocitoquimica utilizando-se faloidina conjugada com rodamina.
As imagens foram obtidas por microscépio confocal LSM 510. Foram realizados 3 experimentos independentes.
Barras de magnitude, 14 pM.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.5.3 Avaliacao do conteido total de eEFla e da taxa de ligacdo deste fator com o

citoesqueleto

O tratamento de células PCCI3 com iodeto de sddio, por 30 min, ndo alterou o
contetido total de eEFla (Figura 33A). Entretanto, houve reducao significativa do contetido
de eEFla associado a fragdo polimerizada de actina, dado corroborado pela maior presenca

deste fator na fragao de actina nao polimerizada (Figura 33B e 33C).
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Figura 33 — Avaliacdo do conteido total de eEFla e do conteido deste fator associado as
fracdes polimerizada e ndo polimerizada de B-actina, em células PCCI3 tratadas
com excesso de iodeto por 30 min.
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Os imunoblots referentes ao contetido de eEFla e a-actinina (normalizador) de cada grupo estio representados
acima de cada um dos graficos. Abaixo dos imunoblots, encontra-se a representacio grafica do conteudo total de
eEFla (A), do seu conteddo associado a fracdo polimerizada (B) e a fracdo ndo polimerizada (C) de actina. Os
resultados foram obtidos a partir da andlise densitométrica das bandas de eEFla e a-actinina de cada amostra de
cada um dos grupos. Os resultados estdo expressos como média + SEM de trés experimentos independentes, em
unidades arbitrérias; n=9 em cada grupo. ** p<0,01; *** p<0,001 vs C. Unpaired t test.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Apo6s 12 h de tratamento com iodeto, observou-se reducdo no contetdo total de eEFla
de células PCCI3 (Figura 34A). No entanto, ndo foi observada qualquer alteragdo no
conteddo deste fator nas fracdes de actina polimerizada ou ndo polimerizada (Figura 34A e

34B).
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Figura 34 — Avaliacdo do conteido total de eEFla e do contetido deste fator associado as
fracdes polimerizada e ndo polimerizada de B-actina, em células PCCI3 tratadas
com excesso de iodeto por 12 h.

SIS o s

(peliet)
a-actining Sl S
1.5+

A.
cEFIo R -

a-actining [ S
1.2+

eEF1afa-actinina (u.a.)

eEF1a associado a
fragdo de actina polimerizada

L yan
¥k Grupos

O

CEFLR g e

0.3+ (sobrenadante)

Q-actining s c—

eEF1a f a-actinina {(a.u.)

0.0-

2.0

I‘12h

Grupos
P 1.54

1.04

0.5+

eEF1ax associado a
fragdo de actina ndo polimerizada

eEF1a/a-actinina (u.a.)

0.0

I12h
Grupos

Os imunoblots referentes ao contetido de eEFla e a-actinina (normalizador) de cada grupo estio representados
acima de cada um dos graficos. Abaixo dos imunoblots, encontra-se a representacio grafica do conteudo total de
eEFla (A), do seu conteddo associado a fracdo polimerizada (B) e a fracdo ndo polimerizada (C) de actina. Os
resultados foram obtidos a partir da andlise densitométrica das bandas de eEFla e a-actinina de cada amostra de
cada um dos grupos. Os resultados estdo expressos como média + SEM de trés experimentos independentes, em
unidades arbitrérias; n=9 em cada grupo. ** p< 0,01; *** p< 0,001 vs C. Unpaired t test.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.5.4 Avaliagdo do contelido de mRNA de NIS ligado ao citoesqueleto

O tratamento de células PCCI3 com iodeto de sédio (10~ M), tanto por 30 min quanto
por 12 h, reduziu o conteido de mRNA de NIS associado a fracdo polimerizada (filamentos)

de B-actina (Figura 35).
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Figura 35 — Avaliacdo da associagdo do mRNA de NIS aos filamentos de actina de células
PCCI3 tratadas com excesso de iodeto.
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Os valores obtidos referentes a expressdo do mRNA de NIS foram normalizados pela expressdo do mRNA de
RPL19 (gene constitutivo), por Real-Time PCR. Os dados encontram-se representados como média + SEM de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p< 0,05; ** p<0,01 vs C. One-way analysis of
variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6 Avaliacio do efeito do iodo no conteudo total, localizacdo subcelular e funcio de NIS

3.6.1 Conteudo total de NIS

O tratamento de células PCCI3 com iodeto de sédio promoveu uma redug¢do do

conteuddo total de NIS, em todos os periodos de tempo estudados (Figura 36).
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Figura 36 — Avaliacdo do conteudo total de NIS frente ao tratamento de células PCCI3 com
excesso de iodeto.

"R . X E K

GAPDH
1.5~
Cl
= 1.0
= N X
*%
o o -~ xxk%
<t - ==
© 0.5-
2
=
0.0-
c I30 min |1 h I2 h I12 h |24 h
Grupos

As células foram tratadas com Nal (10'3 M) por 30 min, 1, 2, 12 e 24 h. Os imunoblots representativos de um
experimento, referentes ao conteido de NIS e GAPDH (normalizador) de cada grupo estdo representados acima
do gréafico. Abaixo das bandas, encontram-se os graficos dos resultados obtidos a partir de andlise densitométrica
das bandas de NIS e GAPDH. Os resultados estdo expressos como média + SEM de dois experimentos
independentes, em unidades arbitrdrias; n=8 em cada grupo. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs C. One-
way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.2 Andlise do contetido de NIS na membrana plasmdtica

A partir da técnica de biotinilacdo de superficie, observou-se que o tratamento com
Nal diminuiu o conteido de NIS presente na membrana plasmética dos tiredcitos, em todos

os periodos estudados (Figura 37).
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Figura 37 - Avaliacdo do conteido de NIS na membrana plasmatica de células PCCI3
tratadas com iodeto de sddio.
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Células PCCI13 foram incubadas com o reagente amino-especifico e membrana-impermedvel sulfo-NHS-SS-
biotina, que forma uma ligacdo covalente com os residuos de lisina que estdo expostos na face extracelular da
membrana plasmadtica. Apds a incubag@o, o extrato de proteinas biotiniladas foi precipitado com beads de
agarose-estreptavidina e posteriormente fez-se o imunoblot. A proteina e-caderina foi utilizada como
normalizador da fracdo de proteinas de membrana. Os resultados estdo expressos como média + SEM de cinco
experimentos independentes. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.3 Imunocitoquimica

Os dados obtidos por biotinilagdo, descritos no tépico anterior, foram corroborados
por ensaios de imunocitoquimica. As células controle apresentaram uma marcagao
homogénea de NIS por toda a célula, com pontos mais intensos de marcacao na periferia da
célula. O tratamento com excesso de iodeto, por sua vez, aumentou a marcacao de NIS na
regido mais central das células, com menor marca¢do na regido periférica, em todos os tempos
estudados. Observou-se ainda que, quanto maior o periodo de tratamento, menor foi a

intensidade da marcagao da proteina NIS nas células PCCI3 (Figura 38).
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Figura 38 — Avaliacao localizag¢do subcelular de NIS frente ao excesso de iodeto, por ensaios
de imunocitoquimica.
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Células PCCI3 foram tratadas com iodeto de sédio por 30 min, 1, 2, 12 e 24h. As células foram fixadas e
incubadas com anticorpo primdrio (anti-NIS) e anticorpo secunddrio (anti-coelho conjugado com FITC). Os
resultados demonstram que o tratamento com iodo promoveu reducdo da marcacdo de NIS na membrana
plasmatica dos tiredcitos e aumento de sua marcagdo na regido intracelular. As imagens foram obtidas a partir da
andlise das laminulas em microscépio de fluorescéncia (X600). Os nicleos das células PCCI3 encontram-se
corados em azul (DAPI). As setas brancas indicam a prevaléncia da marcacdo de NIS em cada um dos grupos
estudados. Foram realizados trés experimentos independentes.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.4 Avaliagdo da captacao de iodeto

Ap6s serem tratadas com excesso de iodeto por 30 min, 2, 12 e 24 h, as células PCCI3
apresentaram reducdo significativa e progressiva na captacdo de iodeto radioativo (Figura

39).
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Figura 39 — Captacio de '*I por células PCCI3 tratadas com iodeto de s6dio.
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Ap6s o tratamento com Nal (10'3M) por 30 min, 2, 12 e 24 h, as células PCCI3 foram lavadas e incubadas com
20 uM Nal suplementado com 50 uCi/umol Na'*I por 45 min. A captacdo de iodo radioativo esta expressa
como pmol I'/ug DNA. Cada coluna representa a média + SEM de tres experimentos independentes realizados
em triplicata. *** p < 0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.5 Avaliagdo da via de internalizacdo da proteina NIS

Frente aos resultados obtidos nos experimentos descritos anteriormente, o proximo
passo do protocolo experimental foi avaliar se a reducdo da proteina NIS na membrana
plasmdtica, bem como a conseqiiente diminui¢do na atividade de captagdo de iodeto pelas
células tireoidianas, se devia a rdpida ativagcdo de alguma via de internalizacdo de proteinas.

Observou-se que o inibidor da via de internalizag@o por clatrina foi capaz de impedir
os efeitos inibitorios exercidos pelo excesso de iodeto nos tiredcitos. Desta maneira, as células
que foram tratadas com clorpromazina (20 uM), por uma hora, e entdo submetidas ao
tratamento com excesso de iodo por 30 min, ndo apresentaram reducdo na captacao de iodeto

radioativo (Figura 40A) e no contetido de NIS na membrana plasmatica (Figura 40B).
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Figura 40 - Efeito da inibi¢do da via de internalizag¢do por clatrina sobre a acao inibitéria do
iodo na captacio de '*I e expressio de NIS na membrana plasmética dos

tireocitos.
B.
NIS
A. e-caderina
200+ 1.5
2 <150 :
= E ) T 5 = o
= i o | L £ At s —_
) = =,
,& 3 1004 i = o
E © bz ---u'u $05_ '-u'
% £ 50 p= e o i
0 & = ' 9 . "
" Z e
04 . s , 0.0- T - T
c 130 min Clrp  ClrpH+,, o c L340 min Clrp  ClrpHly, i
Grupos Grupos

Painel A — ensaios de captacdo de iodeto steady-state foram realizados em células PCCI3 incubadas por 1 h com
clorpromazina (20 pM) e posteriormente, com iodeto de s6dio (10 M). As células foram lavadas e incubadas
com 20 uM Nal suplementado com 50 pCi/umol Na'*I por 45 min. A captacio de iodo radioativo encontra-se
expressa como pmol I'/pg DNA. Cada coluna representa a média + SEM de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. ** p < 0,01 vs C e Clrp. One-way analysis of variance. Painel B — Ensaios de
biotinilacdo de membrana foram realizados em células tratadas por 1 h com clorpromazina (20 uM) e
posteriormente, com iodeto de sédio por 30 min. As células foram incubadas com o reagente amino-especifico e
membrana-impermeédvel sulfo-NHS-SS-biotina. Apés a incubagdo, o extrato de proteinas biotiniladas foi
precipitado com beads de agarose-estreptavidina e posteriormente fez-se o imunoblot. A proteina e-caderina foi
utilizada como normalizador da fra¢do de proteinas de membrana. Imunoblots representativos das proteinas NIS
e e-caderina encontram-se acima do grafico. Os resultados estdo expressos como média + SEM de quatro
experimentos independentes. ** p < 0,01 vs C e Clrp. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

No entanto, a nistatina, droga que inibe a via de internalizacdo por cavéolas, foi
incapaz de bloquear os efeitos inibitérios desencadeados pelo excesso de iodeto nos tiredcitos.
Sendo assim, o tratamento das células tireoidianas com nistatina (5 pM) por 1 h e
posteriormente, com iodeto de sodio (10 M) ndo impediu a redu¢do da captacdo de iodeto

radioativo induzida pelo tratamento apenas com excesso de iodeto (Figura 41).
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Figura 41 — Efeito da inibicao da via de internalizag¢ao por cavéolas sobre a a¢do inibitéria do
10do na captagdo de 1257 pelos tiredcitos.
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Ensaios de captacdo de iodeto steady-state foram realizados em células PCCI13 incubadas por 1 h com nistatina
(5 uM) e posteriormente, com iodeto de sodio (10'3 M). Apés os tratamentos, as células foram lavadas e
incubadas com 20 uM Nal suplementado com 50 uCi/umol Na'*I por 45 min. A captacio de iodo radioativo
encontra-se expressa como pmol I/pg DNA. Cada coluna representa a média =+ SEM de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. ** p < 0,01 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.6 Andlise da meia-vida da proteina NIS

Dada a rdpida reducdo da expressdo de NIS frente ao tratamento com excesso de
iodeto, foram realizados ensaios com um inibidor do processo de traducao, a ciclohexamida
(CHX; 10 pg/ml), para andlise da meia-vida da proteina NIS. De acordo com nossos
resultados, a taxa de degradagdo da proteina NIS é acelerada quando as células tireoidianas
s@o tratadas com iodo (tj: 13 h), em relacdo aquelas do grupo controle (t;: 24 h) (Figura

42).
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Figura 42 — Anélise da meia-vida da proteina NIS frente ao excesso de iodeto.
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Células PCCI3 foram tratadas por 24 h com Nal e entdo submetidas ao tratamento com bloqueador da traducdo,
ciclohexamida (10 ug/ml), por 3-12 h. Representagdo grafica dos resultados obtidos quanto ao contetiido total de
NIS nos grupos C e I, em diferentes periodos de tempo. Os imunoblots referentes ao contetido de NIS e GAPDH
(normalizador) de cada grupo estdo representados acima do gréfico. Two-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.7 Avaliagdo da via de degradagcdo de NIS

Dada a répida diminuic¢do da expressao de NIS e de sua meia-vida quando as células
tireoidianas foram tratadas com Nal, fez-se a avaliacdo de qual via de degradacdo protéica
estaria envolvida nos eventos observados.

Quando as células foram tratadas por 1 h com cloroquina (50 uM) ou bafilomicina
(100 nM), inibidores da protedlise por via lisossomal, e posteriormente tratadas com iodeto de
sodio por 30 min (Figura 43) e 24 h (Figura 44), observou-se a prevencao da diminui¢ao no

conteddo total de NIS induzida pelo tratamento apenas com excesso de iodeto.
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Figura 43 — Andlise do conteddo total de NIS em células tratadas com inibidores da via de
degradacdo lisossomal e iodeto de s6dio, por 30 min.
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Representagdo grafica dos resultados obtidos quanto ao contetdo total de NIS apds tratamento de células PCCI13
com inibidores da degradacdo lisossomal cloroquina (50 uM) e bafilomicina (100 nM), e posteriormente tratadas
com iodeto de s6dio (10 M). Os imunoblots referentes ao contetido de NIS e GAPDH (normalizador) de cada
grupo estdo representados acima do grafico. Cada coluna representa a média + SEM de trés experimentos
independentes. * p < 0,05 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Figura 44 — Andlise do conteido de NIS em células tratadas com inibidores da via de
degradacao lisossomal e iodeto de sddio, por 24 h.

AI BI

NIS NIS

GAPDH GAPDH

(-]
(=]
]
[
(=]
]

-5
on
1

#ik

(=]
on
1
(=]
on
1

NIS/GAPDH (u.a.)
5
NIS/GAPDH (u.a.)

; s

(=]
(=)
L
(=]
(=)
L

I
c |24I1

c o Bfl  Bfl+,,,
Grupos Grupos

Representagdo grafica dos resultados obtidos quanto ao contetdo total de NIS apds tratamento de células PCCI13
com inibidores da degradacio lisossomal cloroquina (50 uM) (A) e bafilomicina (100 nM) (B), e posteriormente
tratadas com iodeto de sodio (10'3 M), por 24 h. Os imunoblots referentes ao conteido de NIS e GAPDH
(normalizador) de cada grupo estdo representados acima do grifico. Cada coluna representa a média + SEM de
trés experimentos independentes. *** p < 0,001 vs C, Clq e Bfl. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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E interessante ressaltar que quando as células foram tratadas com os inibidores de
degradacao lisossomal (cloroquina e bafilomicina) por 24 h, houve um aumento significativo
da captacdo de iodo radioativo pelos tiredcitos, em relagdo as células controle. Além disso,
embora a presenga dos inibidores lisossomais nao tenha sido capaz de reverter completamente
os efeitos inibitérios do excesso de iodeto sobre a captacdao de iodo apds 24 h de tratamento,
tanto as células tratadas com cloroquina, como as tratadas com bafilomicina, apresentaram um
aumento na captacdo de iodo em relacdo aquelas tratadas apenas com Nal. Em relacdo aos
seus respectivos controles, a captacao nestes grupos foi: Irs h: 20% (vs. C), Clg+la4 n: 35% (vs.

Clq) e Bfl+Io4 n: 40% (vs. Bfl) (Figura 45).

Figura 45 — Efeito da inibi¢do da via de degradacdo lisossomal sobre a ac¢do inibitéria do iodo
na captagdo de > pelos tiredcitos.
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Ensaios de captacdo de iodeto steady-state foram realizados em células PCCI13 incubadas por 1 h com cloroquina
(50 uM) e bafilomicina (100 nM) e posteriormente, com iodeto de sédio (10'3 M), por 24 h. Apds os tratamentos,
as células foram lavadas e incubadas com 20 pM Nal suplementado com 50 pCi/umol Na'*I por 45 min. A
captacdo de iodo radioativo encontra-se expressa como pmol I'/pg DNA. Cada coluna representa a média + SEM
de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p < 0,001 vs C; *** p<
0,001 vs Clq; °° p< 0,001 vs Bfl. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Todavia, o tratamento prévio de células PCCI3 com o inibidor da via de degradacao
proteassomal, Z-leu-leu-leu-al, ndo foi capaz de reverter os efeitos inibitérios sobre o
conteddo total de NIS e captacdo de iodeto induzidos pelo excesso de Nal por 30 min (Figura
46A e 46B) e 24 h (Figura 46C e 46D). Ainda, é importante ressaltar que o tratamento das
células com este inibidor por 24 h reduziu significativamente o conteido total de proteina NIS

e a captacdo de iodo radioativo por estes tiredcitos, em relacdo ao grupo controle (Figura 46C
e 46D).
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Figura 46 — Efeito da inibicdo da via de degradagdo proteassomal sobre a acdo inibitéria do
1odo na expressao de NIS e captacdo de | pelos tiredcitos.
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Painéis A e C — andlise do contetido de NIS em células PCCI3 tratadas por 1 h com inibidor da via de
degradacdo proteassomal, Z-leu-leu-leu-al (5 uM) e entdo submetidas ao tratamento com iodeto de sédio (107
M), por 30 min (A) e 24 h (C). Os imunoblots referentes ao contetido de NIS e GAPDH (normalizador) de cada
grupo estdo representados acima do grafico. Cada coluna representa a média + SEM de trés experimentos
independentes. ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs C; *® p< 0,01 vs Z-leu-leu. One-way analysis of variance. Painéis
B e D — ensaios de captag@o de iodo radioativo steady-state foram realizados em células PCCI3 incubadas por 1
h com Z-leu-leu-leu-al (5 uM) e posteriormente, com iodeto de sédio (10'3 M) por 30 min (B) e 24 h (D). As
células foram lavadas e incubadas com 20 uM Nal suplementado com 50 pCi/umol Na'*I por 45 min. A
captagdo de iodo radioativo encontra-se expressa como pmol I'/ug DNA. Cada coluna representa a média + SEM
de dois experimentos independentes realizados em triplicata. * p < 0,05; *** p < 0,001 vs C; * p< 0,05; e
p<0,001 vs Z-leu-leu. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.6.8 Andlise da meia-vida da proteina NIS frente ao excesso de iodeto e inibidores da

degradacao protéica

O aumento na taxa de degradacdo de NIS provocado pelo tratamento dos tiredcitos
com excesso de iodeto (Figura 47A) foi prevenido a partir do tratamento prévio das células

com bafilomicina (Figura 47B) ou cloroquina (Figura 47C). Sendo assim, as células tratadas
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com iodeto e inibidores da via de degradacdo lisossomal apresentaram taxa de decaimento
semelhante aquela apresentada pelos respectivos grupos controle. Nos tempos mais curtos de

tratamento, inclusive, foi possivel observar um aumento no conteudo total da proteina.

Figura 47 — Andlise da meia-vida de NIS em células previamente tratadas com inibidores da
via de degradacdo lisossomal, submetidas ao tratamento com excesso de iodeto.
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Células PCCI3 foram tratadas por 24 h com bafilomicina (100 nM), cloroquina (50 uM), iodeto de sédio (10'3
M), bafilomicina com iodeto de sédio, cloroquina com iodeto de sédio. Apds este periodo, as células foram
tratadas com o bloqueador da traducdo ciclohexamida (10 ug/ml), por 0-12 h. Painel A — Imunoblots
representativos do decaimento de NIS em células PCCI3 controle ou tratadas com iodeto de sédio. Painel B —
Representagdo grafica dos resultados obtidos quanto ao conteido total de NIS nos grupos tratados com
bafilomicina ou bafilomicina + iodeto de sédio, e entdo submetidos ao tratamento com CHX. Os imunoblots
referentes ao contetido de NIS e Ponceau (normalizador) de cada grupo estdo representados ao lado do grafico.
Foram realizados quatro experimentos independentes. Painel C — Representagdo grafica dos resultados obtidos
quanto ao contetido total de NIS nos grupos tratados com cloroquina ou cloroquina + iodeto de sédio, e entdo
submetidos ao tratamento com CHX. Os imunoblots referentes ao contetido de NIS e Ponceau (normalizador) de
cada grupo estdo representados ao lado do gréfico. Foram realizados quatro experimentos independentes. Two-
way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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3.7 Avaliacao do efeito do iodo na via de sinalizacao PI3K-Akt

3.7.1 Avaliacao da fosforilacdao de Akt pelo excesso de iodeto

O tratamento de células PCCI3 com Nal aumentou a fosforilacio de Akt em todos os
tempos estudados, de 15 min até 1 h. O inibidor de AKTil/2, utilizado como um controle da
especificidade da reacdo de fosforilagdo, foi eficaz em bloquear a fosforilacio de Akt frente

ao tratamento com iodeto de soédio (Figura 48).

Figura 48 — Anélise da fosforilagcdo de Akt em células PCCI3 tratadas com iodeto de sddio.
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As células foram tratadas com 10° M de Nal, e entdo homogeneizadas em tampdo especifico para proteinas
fosforiladas. Em cada experimento, um dos pocos foi tratado concomitantemente com Nal e AKTi,., para que
houvesse um controle interno da especificidade da fosforilagdo observada. Os imunoblots referentes a
quantidade de Akt fosforilada, Akt total e a-tubulina (normalizador) de cada grupo estdo representados acima do
grafico. Cada coluna representa a média + SEM de trés experimentos independentes. *p< 0,05; ** p < 0,01 vs
C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Além disso, o tratamento dos tiredcitos com inibidores da ativacio de PI3K,
wortmanina (1 uM) e LY294002 (10 uM), preveniu que a ativacdo de Akt fosse desencadeada

pela exposi¢do ao excesso de iodeto por 30 min (Figura 49).
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Figura 49 — A ativacdo de PI3K € necessdria para que o tratamento de tiredcitos com iodeto
de sdédio desencadeie a fosforilacao de Akt.
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Células PCCI3 foram tratadas com 10~ M de Nal, e/ou Nal+inibidores da PI3k, LY294002 (A) ou Wortmanina
(Wort.) (B). As células foram entdo homogeneizadas em tampdo especifico para proteinas fosforiladas. Os
imunoblots referentes a Akt fosforilada e GAPDH (normalizador) de cada grupo estdo representados acima do
grafico. Cada coluna representa a média + SEM de trés experimentos independentes. *p< 0,05; ** p< 0,01 vs C.
One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.7.2 Dosagem de ROS e seu papel na ativacdo da via de sinalizacdo PI3K-Akt pelo

excesso de iodeto

A partir dos ensaios de células PCCI3 tratadas com DHE, para dosagem de ROS,
observou-se que o excesso de iodeto induz a produgdo de superéxido, um precursor da H,O,,
nos tiredcitos, em todos os periodos de tratamento estudados, de 15 min a 1 h. Além disso, o
tratamento prévio das células com a enzima SOD-peg diminuiu o sinal de fluorescéncia
gerado a partir do tratamento das células apenas com iodeto de sédio, demonstrando que a
espécie reativa de oxigénio gerada a partir do tratamento com este oligoelemento realmente €

O," (Figura 50).
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Figura 50 — O excesso de iodeto induz a produgdo de superéxido em células PCCI3.
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As células tireoidianas foram pré-incubadas com SOD-peg (100 U/ml) por 30 min, e entdo por 10 min com DHE
(5 uM). Posteriormente, as células foram tratadas por 15, 30 e 60 min com iodeto de sédio. A producdo de
superéxido foi avaliada utilizando-se o microscépio ZEISS Axiovert 100 M. Quanto maior a intensidade de
vermelho, maior a produg¢do de superéxido observada. Tré€s experimentos independentes foram realizados.
(X100).

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

Adicionalmente, a fosforilacdo de Akt induzida pelo tratamento das células PCCI3
com Nal por 30 min foi bloqueada quando os tiredcitos foram previamente tratados com os

agentes antioxidantes ebselen (30 uM) e N-acetil-cisteina (1 mM) (Figura 51).
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Figura 51 — O excesso de iodeto induz a fosforilacdo de Akt, em tiredcitos, através da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
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As células PCCI13 foram pré-incubadas, por 1 h, com sequestradores de ROS, Ebselen (30 uM) ou N-acetil-
cisteina (NAC; 1 mM), e posteriormente expostas ao iodeto de sdédio (10'3 M) por 30 min. Ensaios de Western
Blotting foram realizados para analisar o contetido de Akt fosforilada, o conteido de GAPDH foi utilizado como
normalizador. Os imunoblots representativos de pAkt e GAPDH encontram-se acima do gréfico. Os resultados
sdo expressos como média + SEM, em unidades arbitrarias. Foram realizados trés experimentos independentes.
*#% p< 0,001 vs C; *® p<0,01 vs 3o min, One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).

3.7.3 Avaliacao da inibicdo da atividade da via PI3K-Akt e suas conseqiiéncias sobre a

expressao e atividade de NIS frente ao excesso de iodeto

O tratamento subseqiiente das células PCCI3 com inibidores da via de sinalizacdo
PI3K-Akt e iodeto de sddio, impediu a manifestacdo dos efeitos inibitérios desencadeados por
este oligoelemento sobre a expressdo e fungdo de NIS.

Neste sentido, observou-se que o tratamento prévio das células PCCI3 com os
inibidores Akti;, e Wortmanina preveniu a reducao da expressao do mRNA de NIS (Figura
52A e 52B), do contetido de NIS na membrana plasmatica (Figura 52C e 52D) e da captacdo
de iodo radioativo (Figura 52E e 52F) induzidos pelo excesso de iodeto, ap6s 30 min de

tratamento.
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Figura 52 — Avaliacdo da inibic@o da via de sinalizagao PI3K/Akt sobre os efeitos inibitdrios
do iodeto na expressao e fun¢do de NIS em células PCCI3.

159 B.o 13

>
°

b i
% v
33 <? T
Z 2107 Z 21.04 ==
] it r 2 £t
ES | B == R R ES
03 ® 2
Z205 I | | B R > O 0.5
el =
g <
Z z ——
% ot % [id ———
0.0- — E  pod ==
c bomn  lomintAKTlz  AKTINZ c bomn  lsomstWort Wort
Grupos Groups

C. T T } D. NI D o —
1.5 e-caderina_ 1.5- e-caderina_

§ <

3 3

@ 1.0- o s I

= ExE c

T =

o ]

- o

© ©

9 0.5- 9

2 2

% @

= =

0.04 T 1] . L
c 130 min l30 minPAKTi 30 min*Wort
Grupos
150+ F 150-
n
o3 s3 ==
22 O 52 100
2 o 1007 ; s 9 o 1004 ot
é 3 Liid OB :3 g
[ >
[ SUAAAR o =
gg 50- 4 5 E 50+
© ©
0oe et oe
D' T T 0' T T T
C I3 min I30 min*AKTiqz AKTINR2 C 130 min Wort  Wort+lyomin

Grupos Grupos

As células foram tratadas por 1 h com AKTi;;, ou Wortmanina (Wort.), e posteriormente, com Nal, por 30 min.
Painéis A e B — Os valores obtidos referentes a expressio do mRNA de NIS foram normalizados pela expressdo
do mRNA de RPL19, por Real-Time PCR. Os dados encontram-se representados como média + SEM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. ** p<0,01 vs C. One-way analysis of variance. Painéis C e
D — Ensaios de biotinilacdo de membrana foram realizados, a partir da incubacio das células com o reagente
amino-especifico e membrana-impermedvel sulfo-NHS-SS-biotina. Apds a incubag@o, o extrato de proteinas
biotiniladas foi precipitado com beads de agarose-estreptavidina e posteriormente fez-se o imunoblot. A e-
caderina foi utilizada como normalizador da fragdo de proteinas de membrana. Imunoblots representativos das
proteinas NIS e e-caderina encontram-se acima dos graficos. Os resultados estdo expressos como média + SEM
de trés experimentos independentes. ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs C. One-way analysis of variance. Painéis E e
F — Foram realizados ensaios de captacdo de iodeto steady-state. Apds os respectivos tratamentos as células
foram lavadas e incubadas com 20 uM Nal suplementado com 50 uCi/umol Na'*’I por 45 min. A captagdo de
iodo radioativo encontra-se expressa como pmol I'/ug DNA. Cada coluna representa a média + SEM de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. *** p< 0,001 vs C. One-way analysis of variance.

Fonte: (Serrano-Nascimento, 2013).
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4 DISCUSSAO

A importancia do iodo para a biossintese HTs é incontestavel (Farwell, Braverman,
2001; Larsen et al., 1998; Vaisman et al., 2003). Além disso, o iodeto também € um agente
essencial para a regulacdo da expressao e funcio de NIS, além de outros genes tireoidianos, o
que evidencia seu papel como regulador da fun¢do da tireoide (Eng et al., 1999; Eng et al.,
2001; Leoni et al., 2008; Leoni et al., 2011; Spitzweg et al., 1999b; Uyttersprot et al., 1997,
Wolff, Chaikoff, 1948).

Embora a regulacdo negativa de NIS pelo excesso iodeto esteja bem caracterizada,
tanto in vivo quanto in vitro, 0s mecanismos moleculares desencadeados por este
oligoelemento na promogao destes eventos nao estdo completamente esclarecidos.

Neste sentido, estudos recentes demonstraram que o excesso de iodeto € capaz de
rapidamente regular a expressao e o comprimento da cauda poli(A) do mRNA de NIS, tanto
em ratos quanto em células PCCI3 (Serrano-Nascimento et al., 2010; Serrano-Nascimento et
al., 2012). A partir dos novos experimentos, aqui apresentados, utilizando-se a mesma
linhagem celular demonstrou-se que o tratamento com Nal também interfere com a taxa de
degradacao do transcrito de NIS, uma vez que as células tratadas apresentaram uma abrupta
reducdo da meia-vida do mRNA de NIS (t;: 2 h) em relacdo as células controle (t;;: 6,5 h).
E importante ressaltar que a meia-vida do transcrito de NIS das células controle é condizente
com a apresentada pela literatura, o que refor¢a a fidedignidade dos dados apresentados
(Kogai et al., 1997). Além disso, a reducdo abrupta da meia-vida também € condizente com
dados recentes da literatura, sobre a regulacdo de NIS pelo iodeto em enterdcitos (Nicola et
al., 2012).

Existem evidéncias na literatura, de que assim como o iodeto, outros oligoelementos
(ferro, selénio e cdalcio) regulam a expressio de proteinas relacionadas com seu
transporte/metabolismo. Estes micronutrientes agem através de mecanismos pos-
transcricionais que envolvem sua interagcdo com elementos responsivos nos mRNAs,
alterando o comprimento da cauda poli(A) e, consequentemente, a estabilidade destas
moléculas (Bermano et al., 1996a; Bermano et al., 1996b; Eisenstein, 2000; Kilav et al., 2001;
Lodish et al., 1999; Moallem et al., 1998; Naveh-Many et al., 2002; Rouault, 2002; Sela-
Brown et al., 2000; Wallander et al., 2006).

Além da relacdo entre tamanho da cauda poli(A) e estabilidade dos transcritos, sabe-se

que esta dltima também € regulada por alteracdes na taxa de degradagdo destas moléculas,
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normalmente ocasionada pela ativacdo/inativacdo de proteinas (elementos trans) que
interagem com regides regulatorias especificas nos mRNAs (elementos cis) (Gingerich et al.,
2004). Além disso, existe uma relagdo direta entre estabilidade e meia-vida de transcritos.
Desta maneira, fica evidente que o conteido de um determinado mRNA na célula ndo
depende apenas da taxa de transcricio do gene que o codifica, mas também de sua
estabilidade. Sendo assim, quanto maior a cauda poli(A) do mRNA, maior é a sua
estabilidade, meia-vida e eficiéncia de tradugdo, ocorrendo o oposto quando ha redugdo do
grau de poliadenilagdo do mesmo. Estes eventos ocorrem porque a cauda poli(A) se associam
proteinas que a protegem da clivagem por exoribonucleases e que participam do seu
ancoramento a maquinaria de traducdo (Gingerich et al., 2004; Robinson, 1988; Ross, 1995).

Desta maneira, a redu¢do da meia-vida do transcrito de NIS frente ao tratamento com
iodeto indica que este oligoelemento atua pds-transcricionalmente no processamento deste
mRNA. Sugere-se assim, que o iodeto aumenta a taxa de degradacdo do transcrito de NIS
através da reducdo do comprimento da cauda poli(A) deste transcrito (Serrano-Nascimento et
al., 2010; Serrano-Nascimento et al., 2012).

As regides regulatérias presentes nos mRNAs (elementos cis) geralmente possuem
sequéncias especificas de bases susceptiveis a ac¢do de nucleases, e sdo freqiientemente
encontradas em regides 3’UTR (Wilson et al., 1999), bem como na 5’UTR (Brennan, Steitz,
2001), embora também sejam encontradas em regides codificadoras (Jacobson, Peltz, 1996).
Sendo assim, a importancia das regides ndo traduziveis dos mMRNAs explicita-se
principalmente pelo seu papel na regulacdo pds-transcricional da expressao dos transcritos.

Embora estas regides regulatdrias sejam encontradas por todo mRNA, é geralmente na
por¢aio 3’UTR que sdo encontrados motifs de desestabilizacdo, alvos da acdo de
endonucleases, que sdo protegidos por proteinas regulatérias (Wilson et al., 1999). Desta
maneira, qualquer fator que interfira nesta relacdo proteina-mRNA poderia promover uma
alterac@o na estabilidade, e consequentemente, na expressao dos transcritos (Gingerich et al.,
2004; Lodish et al., 1999).

Os resultados obtidos indicaram que este tipo de mecanismo regulatério é acionado

pela presenca do iodeto, uma vez que quando as células eGFP-3"UTR foram tratadas com

excesso de iodeto, observou-se menor expressdo e meia-vida do mRNA de eGFP, reduzida
associacdo deste transcrito com ribossomos, além de menor conteddo total de eGFP.
Enquanto isso, a auséncia da por¢do 3’UTR do mRNA de NIS nos plasmideos eGFP-C2

garantiu que o tratamento de células eGFP com Nal ndo induzisse qualquer alteracdo na
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expressdo, meia-vida e taxa de tradugdo de eGFP. Estes resultados, em conjunto, indicam que
algum fator/motif presente na por¢do 3°’UTR do mRNA de NIS seja fundamental para o
desencadeamento dos efeitos observados.

E importante ressaltar que, efeitos tdo rapidos (30 min) quanto aqueles observado para

NIS foram também observados para o transcrito de eGFP, indicando pela primeira vez, que a

regido 3°’'UTR do mRNA de NIS € responsiva ao iodeto.

Adicionalmente, a partir de delecdes da regidao 3°’UTR, delimitou-se um fragmento de
298 pb que parece conter o motif responsivo ao iodeto em células tireoidianas. Esta
delimitacdo ¢ de extrema importincia, uma vez que indica novos caminhos de investigacdo
sobre quais proteinas e/ou miRNAs poderiam estar envolvidos na regulacdo inibitdria pos-
transcricional do iodeto sobre o mRNA de NIS.

A regidao 5’ ndo traduzivel do mRNA de NIS, por sua vez, nao apresentou
responsividade a presenca de iodeto. Esta regido foi avaliada uma vez que alguns
oligoelementos interagem com ambas as regides ndo traduziveis (5’UTR e 3’UTR) de
diferentes transcritos, refletindo em diferentes mecanismos de regulacdo (Lodish et al., 1999).
A intera¢do do ferro com a regido 5’ nao traduzivel do mRNA da ferritina, por exemplo,
interfere com a taxa de tradugdo deste transcrito (Butt et al., 1999; Caltagirone et al., 2001;
Erlitzki et al., 2002). Entretanto, na presenca da por¢do 5’UTR do mRNA de NIS ndo ocorreu
qualquer alteracdo da expressao de eGFP em células submetidas ao tratamento com excesso
de iodeto, indicando que esta regido ndo estd envolvida nos eventos pos-transcricionais
observados.

Contudo, além da regulacdo pods-transcricional, ja foi sugerido que em tempos mais
longos de exposi¢do o iodeto desencadeia mecanismos transcricionais de regulacdo. De fato,
demonstrou-se que a partir de 12 h de tratamento, o iodeto diminui abruptamente o contetido
de mRNA de NIS, sem alterar o comprimento da cauda poli(A) deste transcrito (Serrano-
Nascimento et al., 2012).

Com o intuito de avaliar a participacdo destes eventos transcricionais na regulacido da
expressdo de NIS pelo iodeto, células PCCI3 foram transfectadas com vetores contendo o
gene da luciferase sob o comando do promotor completo de NIS ou de sua regido enhancer.
Os resultados confirmaram que apds 12 h de tratamento hid uma reducdo na taxa de
transcricdao do gene da NIS, que justifica a diminuida expressao deste transcrito.

A atividade do promotor de NIS depende da ligacio de uma série de fatores

transcricionais. Dentre eles destaca-se o Pax8, um dos principais fatores responsaveis pela
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ativacdo de expressdo de NIS, e que apresenta dois sitios especificos de ligacdo no promotor
deste gene em ratos (Costamagna et al., 2004; Endo et al., 1997; Ohno et al., 1999; Tong et
al.,, 1997). O TTF-1 parece ndo exercer um efeito estimulatério muito relevante sobre a
atividade do promotor de NIS, ainda que sua regido enhancer possua um sitio de liga¢do para
este fator. Recentemente, um sitio de ligacdo para o fator transcricional p65 foi descrito no
enhancer de NIS, proximo a um dos sitios de ligacdo de Pax8. Além disso, estudos
demonstraram que ha uma interacdo fisica entre estes dois fatores transcricionais, o que
aumenta sinergicamente a transcri¢ao do gene da NIS (Nicola et al., 2010).

As delegdes de cada um dos sitios de ligagdo de Pax8 ou p65 no enhancer do promotor
de NIS bloquearam a reducdo da atividade deste promotor induzida pelo tratamento com
excesso de iodeto, por 12 e 24 h. Sendo assim, sugere-se que 0os eventos transcricionais
desencadeados pelo iodeto dependam destes fatores transcricionais.

De acordo com a literatura e com os dados obtidos no presente estudo, o excesso de
iodeto ndo altera a expressdo de Pax8 (Leoni et al., 2011), ou de p65. Todavia, os ensaios de
fracionamento protéico e imunofluorescéncia, demonstraram que células tratadas com iodeto
apresentam menor conteido destes fatores transcricionais no nicleo e maior conteido dos
mesmos no citoplasma, sugerindo um comprometimento da translocagdo destes fatores para o
nicleo. E muito provdvel que essa reduzida translocagdo para o nicleo tenha relagdo com a
reduzida taxa de ligacdo de Pax8 e p65 em suas regides especificas no promotor de NIS. E
possivel que o desarranjo do citoesqueleto de actina induzido pelo iodeto e observado neste
estudo também esteja envolvido neste evento, j4& que poderia comprometer a translocacdo
destes fatores transcricionais do citoplasma para o nucleo. Eventos adicionais relacionados ao
processo de desorganizacgdo do citoesqueleto de actina serdo discutidos adiante.

Resumindo, o tratamento de tiredcitos com Nal por 12 e 24 h desencadeia uma série
de eventos transcricionais de regulacdo da expressio de NIS, embora ndo se exclua a
contribuicao de outros eventos pds-transcricionais nestes periodos de tratamento.

E importante ressaltar que ndo foi observada qualquer alteracio na atividade do
promotor de NIS, apdés 30 min, 1h e 2 h de tratamento com iodeto. Este resultado confirma
que os efeitos desencadeados pelo iodeto em curtos periodos de tempo (30 min — 2 h)
dependem exclusivamente de eventos pos-transcricionais € 0s mais tardios,

predominantemente de eventos transcricionais.



98

Deve-se levar em consideracdo que, além do comprimento da cauda poli(A) e da
contribuicao da regido 3’UTR, temas ja discutidos anteriormente, outros mecanismos estao
envolvidos na regulagao pds-transcricional da expressao de genes.

Descreve-se, por exemplo, que a organizacdo do citoesqueleto de actina desempenha
um importante papel na manutencao da estabilidade de mRNAs. Sabe-se que a esta estrutura
associam-se proteinas de fundamental importancia para a poliadenilacdo de transcritos, como
a PAP (poly-A polimerase) e PABP (poly-A binding protein) (Mohr, 2001; Schroder, 1982).
Desta maneira, eventos que promovam a desorganizacdo do citoesqueleto, podem
comprometer a poliadenilacdo e o ancoramento dos transcritos, afetando sua estabilidade e
eficiéncia de tradugdo.

A literatura apresenta dados concretos de que o excesso de iodeto altera a morfologia
dos tiredcitos, sugerindo alteragdes no arcabouco celular (Takasu et al., 1985; Yamazaki et al,
2007). Os resultados apresentados neste estudo corroboraram estes dados, ja que os ensaios de
fracionamento de actina e de imunofluorescéncia demonstraram que o iodeto compromete a
organizacdo do citoesqueleto de actina de células tireoidianas, em ambos os periodos
estudados (30 min e 12h).

Uma vez que o citoesqueleto desempenha importantes funcdes na manutencdo da
estabilidade e poliadenilacdo de transcritos, é possivel que a desorganizacdo desta estrutura
contribua para a redu¢do do comprimento de cauda poli(A) do transcrito de NIS, observada
anteriormente (Serrano-Nascimento et al., 2010; Serrano-Nascimento et al., 2012).

Ao citoesqueleto associam-se fatores, que além de atuarem no processo de traducdo,
auxiliam no ancoramento de transcritos, como é o caso do eEFla (Liu et al.,, 2002). Ha
evidéncias de que a interagdo entre eEFla e o citoesqueleto de actina seja extremamente
importante para a manuten¢ao da estabilidade de alguns transcritos, ja que estes, ancorados ao
citoesqueleto, estariam protegidos da acdo de RNAses, bem como para o direciomanto de
transcritos a regides especificas das células, para a geracdo local de proteina (Levadoux et
al.,1999; Liu et al., 2002; Mahon et al., 1997).

Os resultados apresentados corroboram em parte estes efeitos.

As células tireoidianas tratadas por 30 min com excesso de Nal apresentaram
diminui¢cdo da associacdo de eEFla com a actina polimerizada, sem que alteragdes em seu
conteddo total fossem observadas. Simultaneamente, foi possivel observar um menor
ancoramento do transcrito de NIS ao citoesqueleto. Este evento sugere o importante papel

deste fator, na ancoragem deste transcrito ao arcabougo celular. De acordo com o que se
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apresentou anteriormente, o menor ancoramento do transcrito de NIS ao citoesqueleto
aumentaria sua susceptibilidade a acdo de exonucleases, contribuindo para a diminui¢do do
comprimento da sua cauda poli(A), do seu contetudo total, e da sua taxa de tradugdo, efeitos
descritos em estudos anteriores (Eng et al., 1999; Eng et al., 2001; Leoni et al., 2008; Leoni et
al., 2011; Serrano-Nascimento et al., 2010, Serrano-Nascimento et al., 2012).

No entanto, apds 12 h de tratamento com Nal, outros mecanismos passam a atuar, uma
vez que houve reducdo do conteido total de eEFla e da associacdo do mRNA de NIS ao
citoesqueleto, sem que alteracoes na associagdo deste fator ao citoesqueleto fossem
observadas. Neste caso, apesar da diminuicio de eEFla ser condizente com a menor
ancoragem do transcrito de NIS ao citoesqueleto, ndo se pode descartar a participacdo de
outros fatores de ancoramento (Jasen, 2001; Shannon et al., 1998; Singer, 1992).

A reducdo no conteuido total de eEF1a observada poderia refletir em menor atividade
global do processo de traducdo nos tiredcitos, visto que além de ancorar transcritos este fator
tem um papel fundamental no alongamento da cadeia polipeptidica (Liu et al., 2002;
Mickleburgh et al., 2004).

O citoesqueleto desempenha outras fungdes, como translocagdo de proteinas entre os
diferentes compartimentos celulares, mobilidade celular, secre¢do de hormdnios (Dominguez,
Holmes, 2011; Egelman, Orlova, 1995; Insall, Machesky, 2009; Schoenenberger et al., 2011).
Assim, a desorganizacdo do citoesqueleto de actina induzida pelo iodeto, poderia estar
associada a outros eventos inibitérios desencadeados por este oligoelemento, como no
comprometimento da translocacdo de NIS para a membrana plasmatica de tiredcitos, ou dos
fatores transcricionais Pax8 e p65 para o nticleo, conforme descrito anteriormente.

De fato, em todos os periodos estudados, o excesso de iodeto promoveu diminui¢do no
contetido de NIS presente na membrana plasmatica das células PCCI3 — resultado confirmado
por ensaios de biotinilagdo de superficie e imunocitoquimica. Estes resultados justificam a
menor captagdo de iodeto radioativo observada, uma vez que esta atividade depende da
quantidade de NIS inserida na membrana plasmdtica. Os dados de captacdo apresentados,
inclusive, corroboraram dados apresentados por outros grupos de pesquisa, que demonstraram
o comprometimento da captacdo de iodo radioativo em tiredcitos tratados com excesso de
iodeto, e que este efeito aumenta progressivamente quanto maior o tempo de tratamento
(Grollman et al., 1986; Leoni et al., 2011; Takasu et al., 1985).

Em conjunto, estes resultados de menor conteido de NIS na membrana plasmaética e

de menor captacdo de iodeto radioativo fundamentam o mecanismo de escape do efeito
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Wolff-Chaikoff (Wolff, Chaikoff, 1949), uma vez que levam a redu¢do do conteido
intracelular de iodeto nos tiredcitos e, consequentemente, a recuperacdo das fungdes de
sintese e secre¢ao de hormonios, em periodos mais longos de tratamento com excesso de
iodo.

Outros fatores poderiam contribuir para a menor quantidade de proteina NIS presente
na membrana plasmatica, além da desorganizacdo do citoesqueleto de actina. Por este motivo,
avaliou-se a participacdo de vias de internalizacdo de proteinas de membrana nos eventos
inibitérios desencadeados pelo iodeto. Existem duas vias muito importantes que participam
deste processo de internalizacdo, a via da clatrina e a via da caveolina (Kumari et al., 2010;
Nichols et al., 2003).

Os resultados apresentados neste estudo fornecem fortes evidéncias de que a via da
clatrina seja ativada pelo excesso de iodeto, uma vez que o tratamento concomitante de
células PCCI3 com Nal e clorpromazina impediu que a rdpida (30 min) reducdo da atividade
de NIS e de seu contetido na membrana plasmética fossem observadas. A literatura demonstra
que a por¢ao carboxi-terminal da NIS possui um motif com duas leucinas (Lss7Lsss), que
parece ter um papel importante no sorting de algumas proteinas de membrana, por interagir
com a maquinaria de internalizacdo por clatrinas (Dietrich et al., 1997; Tan et al., 1998).
Desta maneira, a redu¢do de NIS na membrana plasmética poderia envolver a interagdo entre
o motif dileucina e as clatrinas. Adicionalmente, o inibidor da via de internaliza¢do por
caveolina, nistatina, ndo foi capaz de reverter os efeitos inibitérios do iodeto sobre a atividade
de NIS, e por esse motivo, € pouco provavel que esta via esteja relacionada com o processo de
internalizacdo de NIS induzido pelo iodeto.

Estudos anteriores indicaram a necessidade de um citoesqueleto de actina organizado
para que o processo de internalizac@o por clatrina aconteca normalmente (Galleta et al., 2010;
Yarar et al., 2005). Contudo, outros estudos demonstraram que a desorganiza¢do do
citoesqueleto de actina potencializa a internalizacdo de proteinas mediada por clatrinas, efeito
dependente da célula estudada (Boucrot et al., 2006; Fujimoto et al., 2000; Uriarte et al.,
2009). Um estudo, em especial, sugeriu que o citoesqueleto de microtibulos fornece a forca
mecanica necessaria para o processo de endocitose, enquanto que o citoesqueleto de actina
inibe este processo (Uriarte et al., 2009). Sendo assim, a desorganizacio do citoesqueleto de
actina em tiredcitos tratados com iodeto pode ter relacao direta com a endocitose mediada por

clatrina, induzida pelo mesmo tratamento nestas células.
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Além da menor quantidade de NIS na membrana plasmética, também foi observado
menor conteudo total de NIS em células PCCI3 tratadas com iodeto. Neste quesito, conforme
ja explicitado, sabe-se que a diminuicdo da cauda poli(A) pode refletir em menor
recrutamento de transcritos para os ribossomos, comprometendo o processo de traducdo. De
fato, ja4 foi demonstrado que células PCCI3 tratadas com excesso de iodeto apresentam
reduzido conteido de mRNA de NIS associado aos ribossomos (Serrano-Nascimento et al.,
2012).

A reducao de NIS ap6s periodos mais longos de tratamento com iodeto (12 e 24 h) ndo
¢ surpreendente, uma vez que outros estudos reportaram dados semelhantes (Eng et al., 1999;
Eng et al., 2001; Leoni et al., 2011). Contudo, embora existam dados que corroborem e até
justifiquem a reduc@o da proteina NIS ja em 30 min, este € um dado intrigante. Alguns
estudos apontam que a meia-vida de NIS é de aproximadamente quatro dias (Kogai et al.,
1997; Paire et al., 1997; Riedel et al., 2001). Outros estudos sugerem que a meia-vida desta
proteina em sistemas in vitro seja muito mais curta — menor do que 24 horas (Eng et al., 2001;
Nicola et al., 2012).

Para determinacdo da meia-vida de NIS frente ao tratamento com Nal, células PCCI3
foram tratadas com o inibidor de traducgdo, ciclohexamida (10 ug/ml), em diferentes periodos
de tempo. A partir dos resultados, pode-se concluir que a meia-vida de NIS foi reduzida pelo
tratamento com iodeto. Estes resultados sugerem que em paralelo a menor associacdo do
transcrito de NIS aos ribossomos, outros eventos estejam envolvidos, como modificagdes pds-
traducionais ou ativagdo de um rdpido processo de degradacdo desta proteina (Eng et al.,
2001; Riedel et al., 2001). Neste sentido, buscou-se avaliar se esse dltimo processo estava
envolvido na reducdo da expressdo de NIS induzida pelo excesso de iodeto nos tiredcitos.
Para tanto, no presente estudo, foram utilizados inibidores especificos da via proteassomal (Z-
leu-leu-leu-al) e lisossomal (cloroquina e bafilomicina) de degradag¢do (Knecht et al., 2009;
Ciechanover, 2010).

Embora alguns estudos tenham mostrado a associa¢ao de NIS a calnexinas, ubiquitinas
e subunidades do proteassoma (Vadysirisack et al., 2008), e que em enterdcitos a reducdo de
NIS induzida pelo iodeto parece envolver esta via de degradacdo proteica (Nicola et al.,
2012), o Z-leu-leu-leu-al foi incapaz de impedir o efeito inibitério induzido pelo iodeto (por
30 min e 24 h) sobre a expressdo e funcdo de NIS, em tiredcitos. Sendo assim, € pouco
provavel que a via proteassomal de degradacgao proteica esteja envolvida na rdpida reducao da

expressao de NIS em tireoide.
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A utilizacdo de inibidores da via lisossomal de degradacdo, por sua vez, preveniu a
reducdo do conteido de NIS observada apds o tratamento dos tiredcitos por 30 min ou 24 h
com Nal. A reducdo da meia-vida de NIS também ndo foi evidenciada quando as células
foram previamente tratadas com estes inibidores. Entretanto, a presenca dos inibidores
lisossomais ndo reverteu completamente os efeitos inibitérios do iodeto sobre a captaciao de
10do, ap6s 24 h de tratamento.

Estes dados sugerem que o excesso de iodo desencadeie primeiramente eventos de
internalizacdo de NIS, seguidos por outros relacionados a degradagao proteica por lisossomos.
Sendo assim, como a captacdo de iodeto depende da NIS presente na membrana plasmatica, e
uma vez que os inibidores lisossomais ndo impedem que ela seja internalizada, eles seriam
apenas capazes de bloquear a reduc¢do do conteddo total desta proteina, mas ndo a redugao de
sua atividade.

Além dos eventos anteriormente descritos, sabe-se que a ativacdo ou inativacdo de
diferentes vias de sinalizacdo regulam a expressdo e atividade de NIS em tiredcitos. Desta
maneira, enquanto a ativacdo da via adenilil-ciclase pelo TSH estimula a expressdo e
atividade desta proteina (Vassart, Dumont, 1992), a ativa¢do da via da PI3K/Akt inibe NIS
(de Souza et al., 2010; Garcia, Santisteban, 2002; Kogai et al., 2008; Zabalos et al., 2008).
Inclusive, alguns estudos indicam que a ativacao da via de sinalizagdo da PI3K/Akt leva, em
algumas células, a produgdo de 6xido nitrico, que € responsédvel por inibir a atividade e a
expressdo de NIS em células FRTLS (Carrillo-Sepulveda et al., 2010; Cheng et al., 2012;
Chung et al., 2008; Fozzatti et al., 2007; Kobayashi et al., 2003). Tem-se demonstrado
também, que a ativacdo desta via de sinalizacdo compromete a translocacdo de fatores
transcricionais (como o Pax8) para o nucleo, reduz a atividade do promotor de NIS, e diminui
a atividade desta proteina na captacdo de iodeto pelas células tireoidianas (de Souza et al.,
2010; Garcia, Santisteban, 2002; Kogai et al., 2008; Zabalos et al., 2008). Outros estudos
ainda, indicaram que a ativagdo de PI3K/Akt esta relacionada com o aumento da endocitose
de proteinas de membrana mediada por clatrina (Botelho et al., 2002; Uriarte et al., 2009), e
conforme discutido anteriormente, esta provavelmente é a via de internalizacdo proteica
acionada pelo excesso de iodeto no modelo experimental estudado.

Os resultados apresentados neste estudo indicaram que o iodeto induz rapidamente a
fosforilagdo de Akt, via ativacdo upstream de PI3K. Adicionalmente, a medida que células
PCCI3 foram concomitantemente tratadas com Nal e inibidores da ativac@o destas proteinas,

os rapidos efeitos inibitérios promovidos por este oligoelemento, tanto sobre a expressao,
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quanto sobre a atividade de NIS, foram revertidos. Isto indica que, provavelmente, a ativacdo
desta via de sinalizacdo tem um papel chave nos ripidos eventos inibitérios desencadeados
pelo iodeto sobre a expressao e atividade de NIS em células tireoidianas.

H4 evidéncias de que a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) esteja
envolvida na ativacdo da via de sinalizacdo PI3K/Akt em outros modelos celulares (Chen et
al., 2010; Kim et al., 2007; Kim et al., 2008; Ushio-Fukai et al., 1999). Os dados obtidos no
presente trabalho confirmaram que o iodeto induz a produg¢do de ROS em tiredcitos, em
periodos de tempo mais curtos do que aqueles observados anteriormente (Leoni et al., 2011);
e gracas ao uso dos sequestradores de ROS, pode-se confirmar que o iodeto s6 é capaz de
ativar a via de sinalizagdo da PI3K/Akt, através da produgdo destas moléculas.

Sendo assim, o presente estudo demonstrou que, tal como outros oligoelementos, o
iodeto desencadeia uma série de mecanismos, transcricionais e pds-transcricionais, que
podem ou ndo estar relacionados uns aos outros, mas que em conjunto, sdo responsaveis pela
inibicdo da expressdao e funcdo de NIS em tiredcitos expostos agudamente ao excesso de
iodeto. Desta maneira, o conjunto de dados apresentados adiciona a literatura, uma série de
novas evidéncias dos mecanismos envolvidos na regulacdo de NIS durante o efeito Wolff-

Chaikoff e seu escape.
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5 CONCLUSOES

Dentre as principais conclusdes deste estudo, destaca-se que:

1. A regiao 3’UTR do mRNA de NIS € responsiva ao iodeto, sugerindo que por esta razao,
o tratamento com este oligoelemento reduz a meia-vida e a taxa de traducdo do transcrito.

2. A regido 5S’UTR ndo € responsiva ao iodeto, e ndo estd, portanto, envolvida nos rapidos
mecanismos pds-transcricionais acionados por este oligoelemento.

3. Os mecanismos transcricionais sdo desencadeados pelo iodetoo em periodos de
tratamento mais longos (12 e 24 h) e envolvem o comprometimento da translocacdo dos
fatores transcricionais Pax8 e p65 para o nucleo dos tiredcitos, assim como a diminui¢do
da ligacao destes fatores em suas regides especificas do promotor do gene da NIS.

4. O citoesqueleto de actina de células PCCI3 € desorganizado pelo excesso de iodeto.
Sugere-se que este efeito esteja envolvido em eventos da regulacdo da expressdo de NIS
pelo iodeto, como: diminui¢do da estabilidade do transcrito de NIS, comprometimento da
translocacdo de NIS para a membrana plasmdtica e de fatores transcricionais para o
nucleo das células tireoidianas, internaliza¢ao de NIS por clatrinas.

5. O tratamento com excesso deste oligoelemento rapidamente diminui o contetido total de
NIS, sua meia-vida, sua localiza¢cdo na membrana plasmatica e sua atividade de captagdo
de iodeto, através do acionamento de mecanismos rapidos de internalizagdo (por
clatrinas) e de degradacdo protéica (por lisossomos).

6. A via de sinalizagdo da PI3K/Akt é rapidamente ativada pelo excesso de iodeto,
mecanismo que depende da producdo de ROS pelos tiredcitos. Adicionalmente, a
ativacdo desta via de sinalizacdo € responsdvel pela rdpida (30 min) inibi¢do da
expressao/funcao de NIS induzida por este oligoelemento.

Portanto, o presente estudo identificou varios mecanismos, transcricionais e pos-
transcricionais, que sdo acionados pelo excesso de iodeto em sua regulagdo negativa da
expressao/funcdo de NIS em tiredcitos, e que até entdo ndo tinham sido abordados ou
descritos na literatura. Finalmente, esta tese envolve a abordagem e caracterizagdo molecular
de alguns eventos desencadeados no efeito Wolff-Chaikoff, no seu escape e no o efeito
stunning, observado na prética clinica, que podem contribuir de maneira significativa para a
melhor compreensdo da fisiologia da glandula tireoide e seu mecanismo auto-regulatorio,

assim como, para a utilizacao de NIS no tratamento do cancer e em técnicas de terapia génica.
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Posttranscriptional regulation of sodium-iodide symporter mRNA expression in the rat thyroid
gland by acute iodide administration.

Serrano-Nascimento C, Calil-Silveira J, Nunes MT.

Dept. of Physiology and Biophysics, Institute of Biomedical Sciences, University of Sdo Paulo,
05508-900, Sao Paulo, SP, Brazil.

Abstract

Iodide is an important regulator of thyroid activity. Its excess elicits the Wolff-Chaikoff effect,
characterized by an acute suppression of thyroid hormone synthesis, which has been ascribed to serum
TSH reduction or TGF-beta increase and production of iodolipids in the thyroid. These alterations take
hours/days to occur, contrasting with the promptness of Wolff-Chaikoff effect. We investigated
whether acute iodide administration could trigger events that precede those changes, such as reduction
of sodium-iodide symporter (NIS) mRNA abundance and adenylation, and if perchlorate treatment
could counteract them. Rats subjected or not to methylmercaptoimidazole treatment (0.03%) received
Nal (2,000 microg/0.5 ml saline) or saline intraperitoneally and were killed 30 min up to 24 h later.
Another set of animals was treated with iodide and perchlorate, in equimolar doses. NIS mRNA
content was evaluated by Northern blotting and real-time PCR, and NIS mRNA poly(A) tail length by
rapid amplification of cDNA ends-poly(A) test (RACE-PAT). We observed that NIS mRNA
abundance and poly(A) tail length were significantly reduced in all periods of iodide treatment.
Perchlorate reversed these effects, indicating that iodide was the agent that triggered the modifications
observed. Since the poly(A) tail length of mRNAs is directly associated with their stability and
translation efficiency, we can assume that the rapid decay of NIS mRNA abundance observed was due
to a reduction of its stability, a condition in which its translation could be impaired. Our data show for
the first time that iodide regulates NIS mRNA expression at posttranscriptional level, providing a new

mechanism by which iodide exerts its autoregulatory effect on thyroid.
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Iodide transport defect: functional characterization of a novel mutation in the Na+/I- symporter
5'-untranslated region in a patient with congenital hypothyroidism.
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Abstract

CONTEXT: lodide transport defect (ITD) is an autosomal recessive disorder caused by impaired
Na(+)/I(-) symporter (NIS)-mediated active iodide accumulation into thyroid follicular cells. Clinical
manifestations comprise a variable degree of congenital hypothyroidism and goiter, and low to absent
radioiodide uptake, as determined by thyroid scintigraphy. Hereditary molecular defects in NIS have
been shown to cause ITD.

OBJECTIVE: Our objective was to perform molecular studies on NIS in a patient with congenital
hypothyroidism presenting a clinical ITD phenotype.

DESIGN: The genomic DNA encoding NIS was sequenced, and an in vitro functional study of a
newly identified NIS mutation was performed.

RESULTS: The analysis revealed the presence of an undescribed homozygous C to T transition at
nucleotide -54 (-54C>T) located in the 5'-untranslated region in the NIS sequence. Functional studies
in vitro demonstrated that the mutation was associated with a substantial decrease in iodide uptake
when transfected into Cos-7 cells. The mutation severely impaired NIS protein expression, although
NIS mRNA levels remained similar to those in cells transfected with wild-type NIS, suggesting a
translational deficiency elicited by the mutation. Polysome profile analysis demonstrated reduced
levels of polyribosomes-associated mutant NIS mRNA, consistent with reduced translation efficiency.

CONCLUSIONS: We described a novel mutation in the 5'-untranslated region of the NIS gene in a
newborn with congenital hypothyroidism bearing a clinical ITD phenotype. Functional evaluation of
the molecular mechanism responsible for impaired NIS-mediated iodide concentration in thyroid cells
indicated that the identified mutation reduces NIS translation efficiency with a subsequent decrease in

protein expression and function.
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Hypothyroidism decreases proinsulin gene expression and the attachment of its mRNA and

eEF1A protein to the actin cytoskeleton of INS-1E cells.
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Abstract

The actions of thyroid hormone (TH) on pancreatic beta cells have not been thoroughly explored, with
current knowledge being limited to the modulation of insulin secretion in response to glucose, and beta
cell viability by regulation of pro-mitotic and pro-apoptotic factors. Therefore, the effects of TH on
proinsulin gene expression are not known. This led us to measure: a) proinsulin mRNA expression, b)
proinsulin transcripts and eEF1A protein binding to the actin cytoskeleton, c¢) actin cytoskeleton
arrangement, and d) proinsulin mRNA poly(A) tail length modulation in INS-1E cells cultured in
different media containing: i) normal fetal bovine serum - FBS (control); ii) normal FBS plus 1 uM or
10 nM T3, for 12 h, and iii) FBS depleted of TH for 24 h (Tx). A decrease in proinsulin mRNA
content and attachment to the cytoskeleton were observed in hypothyroid (Tx) beta cells. The amount
of eEF1A protein anchored to the cytoskeleton was also reduced in hypothyroidism, and it is worth
mentioning that eEF1A is essential to attach transcripts to the cytoskeleton, which might modulate
their stability and rate of translation. Proinsulin poly(A) tail length and cytoskeleton arrangement
remained unchanged in hypothyroidism. T3 treatment of control cells for 12 h did not induce any
changes in the parameters studied. The data indicate that TH is important for proinsulin mRNA
expression and translation, since its total amount and attachment to the cytoskeleton are decreased in
hypothyroid beta cells, providing evidence that effects of TH on carbohydrate metabolism also include

the control of proinsulin gene expression.
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Abstract

Iodide excess acutely downregulates NIS mRNA expression, as already demonstrated. PCCI3 cells
treated or not with Nal, Nal+NaClO(4) or Nal+Methimazole, for 30 min to 24 h, were used to further
explore how iodide reduces NIS gene expression. NIS mRNA expression was evaluated by Real-Time
PCR; its poly(A) tail length, by RACE-PAT; its translation rate, by polysome profile; total NIS
content, by Western blotting. NIS mRNA decay rate was evaluated in actinomycin-D-treated cells,
incubated with or without Nal for 0-6 h. lodide treatment caused a reduction in NIS mRNA
expression, half-life, poly(A) tail length, recruitment to ribosomes, as well as NIS protein expression.
Perchlorate, but not methimazole, prevented these effects. Therefore, reduced poly(A) tail length of
NIS mRNA seems to be related to its decreased half-life, in addition to its translation impairment.
These data provide new insights about the molecular mechanisms involved in the rapid and

posttranscriptional inhibitory effect of iodide on NIS expression.
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Iodide treatment acutely increases pendrin (SLC26A4) mRNA expression in the rat thyroid and
the PCCI3 thyroid cell line by transcriptional mechanisms.
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Abstract

Iodine is a critical element involved in thyroid hormone synthesis. Its efflux into the follicular lumen
is thought to occur, in part, through pendrin at the apical membrane of thyrocytes. This study
attempted to investigate whether iodide administration affects SLC26A4 mRNA expression in rat
thyroid and in PCCI3 cells. Rats and cells were treated or not with Nal from 30 min up to 48 h. One
group was concomitantly treated with sodium perchlorate. SLC26A4 mRNA expression was also
investigated in PCCI3 cells treated with actinomycin D prior to Nal treatment. lodide administration
significantly increased SLC26A4 mRNA content in both models. The simultaneous administration of
Nal and perchlorate, as well as the treatment of PCCI3 cells with actinomycin D prevented this effect,
indicating that intracellular iodide is essential for this event, which appears to be triggered by
transcriptional mechanisms. These data show that intracellular iodide rapidly upregulates SLC26A4

mRNA expression.
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Triiodothyronine (T3) acutely stimulates glucose transport into 1.6 muscle cells without
increasing surface GLUT4, GLUT1 or GLUT3.
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Abstract

Background: Thyroid hormones (TH) act genomically to stimulate glucose transport by elevating
glucose transporters (GLUTs) expression and glucose utilization by cells. However, non-genomic
effects of TH are now emerging. Here we assess how T3 acutely affects glucose transport and the
content of glucose transporters GLUT4, GLUT1 and GLUT3 at the surface of muscle cells, and
possible interactions between T3 and insulin action. Methods: Differentiated L6 myotubes transfected
with myc-tagged GLUT4 (L6-GLUT4myc) or GLUT1 (L6-GLUTImyc) and wild type L6 myotubes
were studied in the following conditions: control, hypothyroid (Tx), Tx plus T3, Tx plus insulin, and
Tx plus insulin and T3. Results: Glucose uptake and GLUT4 content at the cell surface decreased in
the Tx group relative to controls. T3 treatment for 30 min increased glucose transport into L6-
GLUT4myc cells without altering surface GLUT4 content, which increased only thereafter. The total
amount of GLUT4 protein remained unchanged among the groups studied. The surface GLUT1
content of L6-GLUTImyc cells also remained unaltered after T3 treatment; however, in these cells
glucose transport was not stimulated by T3. In wild type L6 cells although T3 treatment increased the
total amount of GLUT3, it did not change the surface GLUT3 content. Moreover, within 30 min, T3
stimulation of glucose uptake was additive to that of insulin in L6-GLUT4myc cells. As expected,
insulin elevated surface GLUT4 content and glucose uptake. However, interestingly, surface GLUT4
content remained unchanged or even dropped with T3 plus insulin. Conclusions: These data reveal
that T3 rapidly increases glucose uptake in L6-GLUT4myc cells, which, at least for 30 min, did not
depend on an increment in GLUT4 at the cell surface yet potentiates insulin action. We propose that
this rapid T3 effect involves activation of GLUT4 transporters at the cell surface, but cannot discount

the involvement of an unknown GLUT.
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Abstract

Thyroid hormone (TH) activates PI3K and Akt, leading to glucose uptake in rat skeletal muscle cells
and proliferation of insulinoma cells, respectively. However, TH actions on pancreatic beta cells have
been little explored, which lead us to evaluate the TH effects on proinsulin gene expression, and the
involvement of PI3K/Akt/GSK-3f signaling pathway, and a transcriptional factor for insulin (PDX-1).
INS-1E cells were sorted into 3 groups: control and TH-depleted treated or not with T3 for 30 min.
Cells were also previously treated with actinomycin D (ActD), cycloheximide (CHX), wortmannin or
Akt inhibitor. Proinsulin mRNA expression was evaluated by real time PCR, and pGSK-3f and PDX-
1 protein content was analyzed by Western blotting. TH depletion decreased proinsulin mRNA
content, which was restored after acute T3 treatment. ActD, CHX and wortmannin, but not Akt
inhibitor, prevented the rapid stimulatory effect of T3 on proinsulin mRNA expression. TH depletion
did not affect the phosphorylated GSK-3p and PDX-1 protein content; but T3 treatment led to an
increase in the content of these proteins. These data indicate that T3 acutely increases proinsulin
mRNA expression, by mechanisms which depends on the activation of PI3K, but not of Akt, and may
involve the inactivation of GSK-3f by phosphorylation. Since GSK-3f enhances PDX-1 degradation
rate, the GSK-3f inactivation could explain the increase of PDX-1 content in T3-treated cells.
Considering that PDX-1 is one of the most important transcriptional factors for proinsulin gene
expression, its enhancement may underlie the increased proinsulin mRNA content acutely induced by

T3.
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Abstract

We have previously shown the differential expression of versican in the mouse uterus under ovarian
hormone influence. We also demonstrated there is not a direct correlation between mRNA levels and
protein expression, suggesting posttranscriptional events, such as alteration in mRNA stability. This
posttranscriptional effect may result in the elongation and stabilization of transcripts poly(A) tail.
Thus, the aim of this study was to analyze whether estradiol (E2) regulates versican mRNA stability
and expression in a dose-related and time-dependent manner. For this purpose female mice were
ovariectomized and treated with a single injection of 0.1 or 10 pg E2. To block transcription a group
of females received a single injection of alpha-amanitin before hormone administration. Uterine
tissues were collected 30 min, 1, 3, 6, 12 and 24 h after treatments and processed for quantitative real
time PCR (qPCR), RACE-PAT Assay and immunohistochemistry. gPCR showed that versican mRNA
levels are higher than control from 3 to 24 h after E2 administration, whereas after transcription
inhibition versican mRNA unexpectedly increases within 3 h, which can be explained when
transcriptional blockers alter the degradation rate of the transcript, resulting in the superinduction of
this mRNA. Accordingly, analysis of versican transcript poly(A) tail evidenced a longer product 3 h
after treatment, but not after 12 h. Versican immunoreaction becomes conspicuous in the superficial
stroma only 3 h after E2 injection, whereas the whole stroma is immunoreactive from 6 h onward.
These results demonstrate that E2 modulates versican at the transcriptional and posttranscriptional

levels in a time-dependent manner.
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Abstract

Background: lodide is an important regulator of thyroid function and gene expression. Its excess
reduces sodium/iodide symporter (NIS) expression and activity, as well as increases ROS production,
which is known to activate PI3K/Akt cascade. Previous studies have demonstrated that this signaling
pathway also exerts inhibitory effects on NIS expression and activity. Therefore, the aim of this study
was to analyze whether the inhibitory effects of acute iodide excess on NIS were mediated by
PI3K/Akt signaling pathway through ROS production.

Methods: PCCI3 cells, cultured in normal or starving conditions, were treated with Nal (10-3 M) for
15-60 min, and Akt phosphorylation was evaluated by Western Blotting. To investigate the activation
of PI3K, cells were previously treated with Wortmannin or LY294002 and treated for 30 min with
1odide. ROS production and its involvement with Akt activity were evaluated through DHE assay and
by using ROS scavengers (NAC/Ebselen), respectively. PCCI3 cells concomitantly treated with Nal
and specific inhibitors of PI3K and Akt (Aktil/2) were used to investigate the role of PI3K/Akt
signaling pathway on the inhibitory effects of iodide on NIS expression. NIS mRNA content, plasma
membrane expression and activity were evaluated by Real-Time PCR, cell surface biotinylation and
iodide uptake assay, respectively.

Results: Iodide excess increased Akt phosphorylation, both at normal and starving conditions. This
effect was abolished when the cells were previously treated with PI3K inhibitors or ROS scavengers.
Iodide-induced reduction of NIS mRNA expression, plasma membrane expression and iodide uptake
activity were prevented when the cells were previously treated with PI3K/Akt inhibitors.

Conclusions: The acute and posttranscriptional effects of iodide on NIS expression and activity
depend on the production of reactive oxygen species that leads to the activation of PI3K/Akt signaling
pathway in thyrocytes. These results include PI3K/Akt as a novel mediator of iodide effect on thyroid

autoregulation.



