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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.



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
saude 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).



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.
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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



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.
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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



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.



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.
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A protefna NIS é formada por 13 dominios transmembranicos, com por¢do N-terminal extracelular, e carboxi-
terminal intracelular.
Fonte: (Dohan et al., 2003).



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).



13

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



15

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 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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