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RESUMO 

 

DIAS, R.B.A  Análise do transcriptoma (RNAseq) das células foliculares tireoidianas revela 

uma diversidade de ações autócrinas do T3. 2018. f.89. Tese (Doutorado em Fisiologia 

Humana) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2018. 

Os hormônios tireoidianos (HTs) desempenham um papel importante em diversos processos, 

tais como o crescimento, desenvolvimento e metabolismo dos tecidos em geral. Embora 

estudos tenham demonstrado que os HTs agem diretamente nas células foliculares da tireoide 

reduzindo sua resposta ao TSH, pouco se sabe, a nível molecular, sobre essa e outras ações dos 

HTs na própria glândula tireoide. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar 

alterações no perfil de expressão gênica nas células foliculares tireoidianas (células PCCl3) em 

reposta ao tratamento com triiodotironina (T3). Após atingir a confluência desejada, as células 

PCCl3 foram mantidas em meio depletado de HTs (grupo hipotireoideo - Hipo) por 24h. Após 

esse período, parte das células foi tratada com 10-7M de T3 (grupo T3) por 24 h. As células 

foram, então, lisadas para extração de RNA total para análise do transcriptoma, por RNAseq. 

Foi obtido como resultado, uma lista de genes diferencialmente expressos da qual foram 

selecionados cinco genes para validação in vitro (novo lote de células PCCl3 submetidas às 

mesmas condições descritas acima) e in vivo [ratos Wistar (250g), tratados por 4 semanas com 

T3 (1,5 µg/100g de peso corpóreo – PC, ip; grupo hipertireoideo – T3) ou PTU (10 µg/100g PC; 

ip, grupo hipo): o Slc16a1, que codifica o MCT 8, responsável pelo transporte de T3 através da 

membrana, o Snrpd1, 9-March, Pfdn1 e Fam103a1, que codificam proteínas envolvidas no 

controle pós-transcricional e pós-traducional da expressão gênica. O tratamento com T3 

estimulou a expressão dos genes Snrpd1, Pfdn1 e Fam103a1, enquanto reduziu a expressão de 

9-March e Slc16a1. Juntos esses resultados demonstram a existência de um efeito autócrino 

exercido pelo T3 sobre o controle do seu próprio turnover proteico. 

Palavras-chave: Hormônios tireoidianos. Sequenciamento de Nova Geração. Expressão Gênica. 

Células tireoidianas. Ratos Wistar. PTU. T3. 
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ABSTRACT 

DIAS, R.B.A  Transcriptome analysis (RNAseq) of thyroid follicular cells reveals a diversity of 

autocrine actions of T3. 2018. f.89. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2018. 

Thyroid hormones (THs) play an important role in many processes, such as growth, 

development and metabolism of tissues in general. Although studies have shown that THs act 

directly on follicular thyroid cells reducing their response to TSH, little is known about this and 

other actions of THs at the molecular level in the thyroid gland itself. In this sense, the aim of 

the present study was to evaluate changes in the gene expression profile in the thyroid 

follicular cells (PCCl3 cells) in response to triiodothyronine (T3) treatment. After reaching 60% 

confluence, PCCl3 cells were maintained in TH depleted medium (Hypo group) for 24h. After 

this time, part of the cells was treated with 10-7M T3 (T3 group) for 24 h. Cells were then lysed 

for total RNA extraction for transcriptome analysis by RNAseq. As a result, a list of differentially 

expressed genes from which five genes were selected for in vitro validation (PCCl3 cells under 

the same conditions described above) and in vivo [Wistar rats (250g), treated for 4 weeks with 

T3 (1.5 μg / 100 g BW, ip, hyperthyroid group) or PTU (10 μg / 100 g BW; ip, hypothyroid 

group): Slc16a1, which encodes MCT 8, responsible for the transport of T3 through the plasma 

membrane, Snrpd1, 9-March, Pfdn1 and Fam103a1, which encode proteins involved in post-

transcriptional and post-translational control of gene expression. T3 treatment stimulated the 

expression of the Snrpd1, Pfdn1 and Fam103a1 genes, while reduced the expression of 9-

March and Slc16a1. Together these results demonstrate the existence of an autocrine effect 

exerted by T3 on the control of its own protein turnover. 

Key-words: Thyroid hormone. New Generation Sequencing. Gene Expression. Thyroid cells. 

Wistar Rats. PTU. T3. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Ao longo dos anos, o conceito de homeostase foi sofrendo evoluções e 

modificações com o avanço da ciência e das novas tecnologias desenvolvidas 

para o estudo da fisiologia dos seres vivos. A ideia de que uma constância no 

ambiente interno era necessária para o desenvolvimento e a sobrevivência das 

diferentes formas de vida foi dando lugar à ideia de homeostase como um 

equilíbrio dinâmico de variáveis fisiológicas que flutuavam de maneira 

dependente ou independente do tempo, possibilitando assim a integração de 

diferentes processos que, juntos, garantiriam o sucesso da sobrevivência (1).  

Nesse contexto, o sistema endócrino emerge como uma importante 

ferramenta capaz de integrar o funcionamento dos diferentes sistemas, por 

meio da síntese e liberação de uma ampla gama de hormônios que 

desempenharão suas funções nos mais variados tecidos, promovendo assim, o 

funcionamento homeostático do organismo, como um todo.  

Dentre essa grande variedade de moléculas sinalizadoras encontram-se 

os hormônios tireoidianos, cuja síntese e secreção ocorrem nos folículos 

tireoidianos, constituídos basicamente pelas células foliculares tireoidianas e o 

coloide intrafolicular.  

As células foliculares da tireoide sofrem um complexo programa de 

diferenciação que as torna as únicas células capazes de produzir os hormônios 

tireoidianos (2). Esses hormônios derivam da degradação da tireoglobulina 

(Tg), que é iodada em resíduos de tirosina pela ação da enzima 

tireoperoxidase (TPO) encontrada exclusivamente em células tiroidianas. A Tg 

iodada é então estocada no coloide do lúmen do folículo tiroideano e, sob a 

ação do hormônio tireotrófico (TSH) é endocitada pelo tirócito e hidrolisada, 

gerando T3 e T4 como produtos finais, os quais são posteriormente secretados 

na corrente sanguínea (2). Tg, TPO e receptor de TSH (TSHR) são os 

marcadores de diferenciação das células foliculares da tireoide (3).  

A glândula tireoide, a hipófise e o hipotálamo constituem o eixo 

Hipotálamo-Hipófise-Tireoide (HHT), responsável pelo fino controle de síntese, 

secreção e regulação das concentrações de hormônios tireoidianos (HT) 

circulantes. O processo que culminará com a liberação de T3/T4 na circulação 

sanguínea se inicia no núcleo paraventricular do hipotálamo, onde ocorre a 
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síntese e secreção de TRH (Thyrotropin-Releasing Hormone), que age sobre 

os tireotrofos localizados na porção anterior da hipófise, estimulando a síntese 

e secreção de TSH, o principal hormônio regulador da função tireoidiana (4). 

Na tireoide, o TSH interage com o TSHR deflagrando vias de sinalização 

intracelulares, que incluem a ativação da adenilil ciclase bem como da 

fosfolipase C, responsáveis pela geração de respostas que influenciam 

diversos eventos fisiológicos no controle do metabolismo da glândula bem 

como da expressão e atividade de importantes proteínas envolvidas com a via 

de síntese dos HT, como co-transportador Na+/I- (NIS), TPO, Tg e Dual oxidase 

(DUOX) (5,6). O TSH promove também aumento do número e atividade das 

microvilosidades que se encontram na porção apical da célula folicular 

tireoideana, sendo fundamental para a endocitose, lise do coloide e, 

consequentemente, liberação dos HTs da Tg e secreção deles através do MCT 

8. 

A captação de iodeto da circulação sanguínea ocorre por meio da NIS, 

expressa na membrana basolateral das células foliculares tireoidianas e é 

resultado de um transporte simultâneo de dois íons Na+ e um íon I- que se 

deslocam na mesma direção, possibilitando a entrada do iodeto no tireocito.  A 

expressão e atividade do NIS são reguladas positivamente pelo TSH e 

negativamente pelo excesso de iodo; este último evento está relacionado ao 

fenômeno conhecido como Efeito Wolff-Chaickoff, que por sua vez se 

caracteriza por um bloqueio na organificação de I- concomitantemente com a 

interrupção da síntese e secreção de HT (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14).   

Uma vez no interior dos tireócitos o iodeto atravessa a membrana apical 

em direção ao coloide, onde ocorrerá o processo de organificação. Esse 

transporte é mediado pela anoctamina 1 (ANO1) em condições fisiológicas (15, 

16) e, em condições de excesso de iodo, principalmente pela Pendrina (17).  

No coloide, o iodeto é oxidado e covalentemente ligado em resíduos de 

tirosina da molécula de Tg, processo catalizado pela enzima TPO, que utiliza 

H2O2 como agente oxidante do I-. A capacidade da glândula tireoide de produzir 

peróxido de hidrogênio se dá em função da expressão das enzimas DUOX (1 e 

2), uma família de NADPH oxidases (18, 19, 20, 21, 22, 23). 

O processo de iodação da Tg gera principalmente monoiodotirosinas 

(MIT), diiodotirosinas (DIT), que se acoplam formando T3 (MIT + DIT) e T4 (DIT 
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+ DIT). A Tg é então endocitada pelas microvilosidades da membrana apical 

das células foliculares e hidrolisada por proteases lisossomais que promovem a 

liberação das MITs, DITs, T3 e T4 da Tg para o citoplasma de onde, através de 

transportadores específicos, principalmente o MCT 8, o T3 e T4 atingem a 

corrente sanguínea. 

Oitenta por cento dos HT são liberados na forma de T4 e 20 % na forma 

de T3. Na circulação estes interagem com proteínas como a TBG (thyroxin 

binding globulin), TBPA (thyroid binding prealbumin) ou TTR (transthyretin) e 

albumina, sendo apenas 0,03% dos HT encontrados na forma livre. Essas 

proteínas transportadoras têm, na verdade, função de tamponamento ligando-

se aos HTs e aumentando, assim, a sua meia vida na circulação sanguínea. 

(24, 25, 26).  

Nos tecidos periféricos grande parte do T4 sofre ação de desiodases, 

que removem o iodo da posição 5’ do seu anel externo gerando T3. Existem 

três isoformas de desiodases, as quais são expressas de maneira tecido-

específica. A desiodase tipo I (D1) é altamente expressa em tecidos como 

fígado e rins e responsável, em sua maioria, pela conversão de T4 a T3 e 

geração de T3 para o plasma, principalmente em situações de aumento da 

concentração do T3 plasmático. Já a desiodase tipo II (D2) é encontrada 

principalmente no cérebro, hipófise e tecido adiposo marrom, sendo 

responsável pela conversão intracelular de T4 a T3, gerando T3 principalmente 

para consumo interno. Contudo, sabe-se que ela também é expressa em vários 

outros tecidos e, mais recentemente, tem sido atribuído à D2 o papel de 

igualmente gerar T3 para a periferia na condição de eutiroidismo. A desiodase 

tipo III (D3) é expressa na placenta, cérebro, fígado e pele e gera rT3, a partir 

de T4, e T2 a partir de T3, sendo considerada uma enzima inativadora dos HT 

(26). 

Friesema e colaboradores (2003) foram os primeiros a demonstrar, 

através de injeção de cRNA em oócitos de Xenopus laevis, que alguns 

membros da família de transportadores de monocarboxilatos (MCTs: 

MonoCarboxylate Transporters) funcionavam como transportadores específicos 

de HT  representando a principal porta de entrada de T3 nas células. A família 

de transportadores MCT é composta, originalmente, de 14 membros (MCT1-
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14) e transporta, principalmente, piruvato e lactato, sendo, portanto, de extrema 

importância no controle do metabolismo celular (27).  

Uma vez no interior das células os HT interagem com seus receptores 

específicos localizados no núcleo, processo que é protagonizado pelo T3. Os 

receptores dos HT estão associados aos seus elementos responsivos (THRE) 

na molécula de DNA, mesmo na ausência de seu ligante. Outros receptores da 

superfamília dos receptores nucleares, como RXR (Receptor de retinóide X), se 

associam aos TRs formando heterodímeros. Todo esse complexo interage, por 

sua vez, com proteínas conhecidas como co-repressoras, que atuam inibindo a 

maquinaria de transcrição basal. A ligação do HT gera alterações 

conformacionais que possibilitam a dissociação das proteínas co-repressoras e 

a associação de proteínas co-ativadoras, que medeiam a transcrição dos 

genes alvo específicos em cada tecido. O mecanismo de repressão gênica 

induzida pelo T3 ainda não está totalmente definido, mas parece envolver o 

recrutamento de proteínas co-repressoras (26, 28, 29, 30). Tais efeitos são 

conhecidos como clássicos, genômicos ou nucleares. Contudo, um número 

crescente de estudos tem apontado para uma série de efeitos desencadeados 

pelo T3 que não são primariamente decorrentes de alterações na expressão 

gênica. Esses efeitos são chamados não clássicos ou não-genômicos. 

Caracteristicamente, as respostas a esses estímulos são rápidas, ocorrendo de 

segundos a minutos, e utilizam vias de sinalização deflagradas por receptores 

localizados na membrana plasmática ou no citossol. 

Viu-se que os HT interagiam com uma família de glicoproteínas 

conhecidas como integrinas, especificamente com a isoforma αvβ3. 

Caracteristicamente, são proteínas transmembranicas que apresentam um 

domínio extracelular capaz de interagir com elementos da matriz extracelular 

que apresentam o domínio RGD, formado pelos aminoácidos Arg-Gly-Asp, e 

um domínio intracelular ligado ao citoesqueleto. Esse domínio extracelular 

também funciona como sítio de reconhecimento de HT. Estudos subsequentes 

identificaram a presença de dois sítios nos quais os HT se ligavam na integrina, 

o S1 e o S2. O sítio S1 é reconhecido somente pelo T3 em concentrações 

fisiológicas conduzindo a ativação de Src e posteriormente de PI3K. Já o sítio 

S2 reconhece tanto T3 quanto T4 e leva a ativação da via ERK1/2 (31, 32, 33, 

34, 35, 36, 37). As ações não genômicas desencadeadas no citossol decorrem 
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da interação do HT com seu receptor (TRα ou β) acoplado a PI3K, por 

exemplo, mecanismo pelo qual o HT ativa essa enzima gerando efeitos como 

aumento de mTOR e da síntese proteica (38). 

Atuando de maneira genômica ou não genômica é indiscutível que os 

hormônios tireoidianos asseguram o controle de uma série de processos 

fisiológicos que, em última instância, garantem o funcionamento homeostático 

do organismo.  

Desde o período de desenvolvimento embrionário, se conhece o papel 

imprescindível que tais hormônios desempenham, especialmente na formação 

e maturação do Sistema Nervoso central (SNC), processo resultante da 

expressão de diferentes genes como os que codificam a proteína TAU, 

relacionada às projeções axonais dos neurônios, a MAP2, envolvida com a 

formação dos dendritos, além de relina, que é essencial para a correta 

citoarquitetura das estruturas cerebrais e BDNF, que exerce um papel 

essencial no desenvolvimento do Sistema Nervoso (39). Portanto, a deficiência 

de hormônios tireoidianos nesta fase de desenvolvimento, prejudica o 

crescimento neuronal comprometendo diversas funções do Sistema Nervoso 

Central, levando a um quadro de um acentuado grau de retardo mental 

conhecido como cretinismo (40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47).   

As ações dos hormônios tireoidianos não se restringem apenas à fase 

de desenvolvimento embrionário, na fase adulta eles também exercem uma 

série de efeitos modulatórios responsáveis por controlar eventos metabólicos 

de diversas naturezas.  

A literatura reporta uma importante participação dos hormônios no 

controle do metabolismo dos carbohidratos através de diversos mecanismos. 

Indivíduos com hipertireoidismo apresentam intolerância à glicose, o mesmo 

ocorrendo nos estados de hipotireoidismo quadros de hiperglicemia, e um dos 

fatores que explicam essa relação é que existe, nesses indivíduos, uma 

redução da meia-vida da insulina concomitantemente com aumento da 

liberação de pró-insulina, devido a um incorreto processamento deste 

hormônio. Ao mesmo tempo em que essas alterações ocorrem nas células β 

pancreáticas, no fígado, o HT aumenta a produção hepática de glicose e a 

expressão de GLUT2 na membrana plasmática dos hepatócitos, o qual é 

responsável por transportar glicose do fígado para a circulação. Esse O 
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excesso de HT gera também um aumento da lipólise, resultando em aumento 

de ácidos graxos livres (FFA-free fat acid) e glicerol na circulação, sendo que 

este último é um precursor da gliconeogênese hepática (48, 49, 50, 51, 52). 

Quanto ao metabolismo das proteínas o T3 aumenta o turnover das mesmas, 

sendo que no hipertireoidismo o catabolismo protéico predomina. 

No coração, o T3 também exerce importantes ações fisiológicas 

aumentando a atividade e expressão de uma série proteínas envolvidas com a 

contração (αMHC) e relaxamento (SERCa+2) cardíacos. Nesse sentido, 

indivíduos hipotireoideos apresentam uma diminuição na expressão e atividade 

de SERCa+2, o que consequentemente acarreta na diminuição do intervalo de 

relaxamento diastólico, enquanto indivíduos hipertireoideos apresentam 

frequentemente hipertrofia cardíaca (53, 54).  

Até o presente momento, a maioria dos estudos que visam entender as 

ações dos HT tem focado nos efeitos do hormônio sobre os mais diferentes 

tecidos, já que há evidências de que todos eles apresentam receptores de HT. 

No entanto, a glândula tireoide também expressa receptores de HT e poucos 

são os estudos que intentaram elucidar um possível papel deles na regulação 

da sua própria função. Pelo nosso conhecimento, há apenas um trabalho em 

que se mostra uma ação direta dos HT sobre as células foliculares da tireoide 

inibindo sua resposta ao TSH. Contudo quase nada se sabe, a nível molecular, 

sobre seu papel nos tireócitos (55), sendo esse um desafio que buscamos 

enfrentar com esse estudo.  

Por mecanismos genômicos e/ou não-genômicos os hormônios 

tireoidianos exercem sua função através do controle da expressão de genes, 

ou da atividade de diferentes enzimas, que, por sua vez, levam à alterações na 

maquinaria de funcionamento celular, gerando respostas frente a  

determinados estímulos. Com a conclusão do Projeto Genoma em 2003, e o 

acúmulo exponencial de sequências gênicas e genomas depositados em 

bancos de dados públicos, a demanda por metodologias que permitam a 

identificação funcional, confirmação de homologia, elucidação de padrões de 

expressão, dentre outras funções tem crescido consideravelmente. Atualmente 

diversas metodologias tem surgido no intuito de se avaliar o perfil de expressão 

gênica de um determinado tecido ou célula frente a um determinado tratamento 

ou desafio. Dentre essas metodologias o Sequenciamento de Nova Geração – 
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NGS vem ganhado muito espaço nos laboratórios e centros de pesquisa pois é 

capaz de gerar milhões de “short reads” por ensaio, o que torna essa 

metodologia útil para as mais variadas aplicações biológicas (56, 57, 58, 59). 

  Os primeiros trabalhos utilizando sequenciamento de DNA como 

ferramenta de estudo de expressão gênica apareceram em 1977 em trabalhos 

publicados por Fred Sanger e Alan R. Coulson. Desde então, as tecnologias de 

sequenciamento tem avançado de maneira expressiva nas últimas décadas.   

O sequenciamento de Nova Geração (New Generation Sequencing – 

NGS) tem como fundamento o sequenciamento de DNA em plataformas 

capazes de gerar milhares de informações sobre milhões de pares de bases 

em uma única etapa. As tecnologias de sequenciamento via NGS fornecem 

informações adicionais quando comparados com outros métodos de 

sequenciamento (Sanger), como estimação de abundância de expressão, 

detecção de múltiplos eventos de splicing alternativo, edição de sequencias de 

DNA e RNA, identificação de novos transcritos, dentre outros. O 

sequenciamento direto de RNA (RNA-seq) ainda não é possível com as 

plataformas comerciais de sequenciamento já existentes, contudo, é possível 

sequenciá-lo, de maneira indireta, pela transcrição reversa em cDNA. Assim, o 

RNA-seq é capaz de determinar, de maneira absoluta, a quantidade de 

moléculas de mRNA em uma condição específica e assim comparar resultados 

de experimentos independentes. Há várias plataformas de sequenciamento 

disponíveis, as mais utilizadas são 454 FLX da Roche®, a Solexa da Illumina®, 

Heliscope True Single Molecule Sequencing (tSMS), da Helicos® e também, a 

SOLiD System, da Applied, plataforma  que foi utilizada neste trabalho (60, 61, 

62, 63,64,65).  

De modo geral o SNG obedece a uma sequencia de passos que se 

iniciam com a extração do RNA total de amostras de células ou tecidos. 

Posteriormente o RNA total passa por um enriquecimento, no qual moléculas 

de RNAr, RNAt e outros pequenos RNAs são removidos das amostras e os 

fragmentos restantes são então quebrados em pequenos fragmentos (200-300 

pares de base) denominados reads, que, em seguida são submetidos a reação 

de transcrição reversa para a construção das bibliotecas de cDNA. As 

amostras são então sequenciadas, e os dados analisados por bioinformática.   
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Um dos passos importantes no processo de sequenciamento é o 

mapeamento dos reads; em inglês cunhou-se o termo mapping para designar a 

tarefa de se encontrar uma única localização para um determinado read no 

genoma de referência de uma determinada espécie. Entretanto, pequenos 

reads podem, muitas vezes, alinhar em diferentes localizações no mesmo 

genoma conduzindo a erros de sequenciamento que precisam ser resolvidos. 

Existem algumas ferramentas computacionais que auxiliam na solução desse 

problema. Estes softwares (SplitSeek, Tophat, SOAPals) utilizam uma 

estratégia de correspondência heurística de primeira passagem que 

rapidamente encontra uma lista de possíveis locais de alinhamento para um 

mesmo read, seguida por uma avaliação completa de todos os possíveis 

alinhamentos. Por ultimo, uma análise probabilística define qual o alinhamento 

correto, em meio a todas aquelas possibilidades, para este determinado read 

(66,67).  

Finalizado o mapeamento dos reads, a etapa imediatamente posterior é 

encontrar um significado biológico para eles (éxons, transcritos ou genes) 

através de uma abordagem que leva em conta o número de reads que se 

sobrepõem aos éxons de um determinado gene. Contudo, uma porção 

significativa desses reads mapeia regiões genômicas fora de éxons 

conhecidos, isso conduz à possibilidade de se encontrar novos transcritos, ou 

mesmo novos genes expressos.  

Para a etapa de análise de genes diferencialmente expressos (GDE) que 

consiste em encontrar os genes que modificaram seus níveis de expressão nas 

diferentes condições experimentais, é necessária inicialmente uma 

normalização dos dados, a qual tem como objetivo tornar os valores de 

expressão gênica comparáveis, uma vez que as etapas de sequenciamento 

geram uma variação muito grande no número de reads produzidos em cada 

rodada de sequenciamento. Assim os procedimentos de normalização tentam 

contabilizar essas diferenças, possibilitando maior acuidade nas comparações 

entre grupos de amostras. Existem diversos pacotes de normalização 

disponíveis nos diferentes pacotes estatísticos para análises, dentre eles o 

DESeq, DEGSeq, edgeR e baySeq (68,69).  

Nas últimas décadas, várias metodologias têm sido propostas para a 

análise de genes diferencialmente expressos em um estudo de RNA-seq. Os 
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dados de RNA-seq obedecem a um padrão de distribuição discreta para cada 

gene. Duas distribuições discretas de probabilidades têm sido utilizadas para 

modelar dados de sequenciamento por RNA-seq: Distribuição de Poisson e 

Binomial Negativa. A grande desvantagem na utilização da distribuição de 

Poisson é que ela não leva em conta a variabilidade biológica entre as 

amostras, o que acarreta em altas taxas de falsos positivos em razão de 

desconsiderar ou subestimar o erro experimental; logo não é de se surpreender 

que a adição de replicatas biológicas seja de fundamental importância quando 

se planeja um experimento de sequenciamento. Em função disso a Binomial 

negativa, que leva em consideração essa variabilidade experimental, é a 

ferramenta mais utilizada atualmente para a análise de dados de 

sequenciamento. Dentre os pacotes disponíveis estão: baySeq, DESeq, 

DEGSeq e edgeR (70, 71, 72). 

Baseados nesses antecedentes, buscamos com esse estudo avaliar a 

expressão diferencial de genes na tireoide em resposta ao T3, por meio de 

RNAseq, com a finalidade de identificarmos as ações autócrinas deste 

hormônio e sua possível relevância para a função tireoidiana. 
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2 JUSTIFICATIVA  

Distúrbios da glândula tireoide representam a segunda desordem 

endócrina de maior prevalência na população, ficando atrás apenas do 

diabetes mellitus. A etiologia e o grau de severidade variam conforme a 

população, sexo, idade e até mesmo origem étnica. Muitos estudos evidenciam 

uma alta prevalência de doenças auto-imunes com produção de anticorpos 

específicos contra proteínas da própria glândula tireoide, fazendo com que o 

indivíduo se torne hipotireoideo e por consequência necessite de reposição dos 

hormônios tireoidianos, de maneira terapêutica. Nesse sentido, não se 

conhece, até o presente momento quais os possíveis efeitos decorrentes do 

impacto, na tireoide, do HT administrado de maneira terapêutica, sendo 

importante investigá-los.   
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3 OBJETIVO 

 

Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a existência de 

uma ação autócrina exercida pelo T3 regulando processos fisiológicos na 

tireoide, através da obtenção de um perfil global de expressão gênica das 

células foliculares da tireoide, submetidas ao tratamento com excesso de 

hormônio tireoidiano (T3) por 24h, via sequenciamento de nova geração (NGS- 

RNAseq). Esse estudo permitiu identificar os genes diferencialmente expressos 

pelo T3, bem como os processos a eles relacionados, o que certamente trará 

maior conhecimento sobre a fisiologia tireoidiana, além de permitir uma 

avaliação mais precisa quanto à manutenção, ou não, da glândula em 

situações em que sua função esteja comprometida, como na tireoidite de 

Hashimoto, nas quais doses de reposição de HT são indicadas sem que se 

tenha conhecimento das repercussões sobre a própria glândula.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

Para os ensaios experimentais foram utilizadas diferentes estratégias 

metodológicas em modelo in vitro e in vivo, como descrito a seguir: 

4.1 Cultura de células 

 

Para execução dos experimentos, foi utilizada uma linhagem de células 

foliculares tireoidianas de rato (células PCCl3 – gentilmente doada pela Profa. 

Edna Kimura-ICB/USP), as quais mantém as principais características de uma 

célula tireoidianas diferenciada, como a dependência de TSH para crescimento 

e função, expressão dos genes que codificam a Tg, TPO e NIS, responsável 

pela captação do iodeto (73). Essas células foram cultivadas em meio HAM-

F12 (5% SFB - soro fetal bovino), 1 µM/ml de TSH, 10 µg/ml de Insulina, 5 

µg/ml de Apotransferrina e os antibióticos: penicilina (100 U/ml) e ampiciclina 

(10 µg/ml), à 37oC e  5% CO2, em placas de 6 (seis) poços até atingirem a 

confluência de aproximadamente 60%, quando então o tratamento foi efetuado. 

Os experimentos foram realizados sempre em células entre as passagens P8 a 

e P20, uma vez que alguns trabalhos mostraram que células acima da 

passagem P20 começam a perder as características de diferenciação de uma 

célula tireoidiana.    

Inicialmente, parte das células PCCl3 recebeu meio no qual o SFB havia 

sido depletado de HT (grupo Hipo), procedimento realizado por meio da 

passagem do soro em uma resina específica (AG® 501-X8-Resin), 

permanecendo nesse meio por 24h. Em paralelo, parte das células foi mantida 

no meio sem depleção de HT (grupo Controle).  Após 24h as células mantidas 

no meio hipo foram subdivididas em dois grupos: um deles foi submetido ao 

tratamento com 3, 3′, 5-triiodotironina (T3) na concentração 10-7 M por 24h 

(grupo T3), enquanto o outro foi mantido no meio com soro depletado de HT 

(grupo Hipo) até o fim do experimento. Apesar de os experimentos para o 

sequenciamento terem sido feitos somente com o T3 na concentração de 10-7M 

(supra-fisiológica), para o processo de validação dos genes diferencialmente 

expressos, utilizou-se também T3 na concentração de 10-9M pelo mesmo 

período de tempo do protocolo experimental descrito anteriormente (24h). Após 
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o tempo de tratamento, as células foram lisadas para extração de RNA total, 

prosseguindo-se com os demais passos, conforme ilustrado na Figura 1. 

 

Figura 1 - Protocolo Experimental: Células PCCl3 foram subdividias em 3 grupos: Controle (C1,C2,C3), 

HIPO (H1,H2,H3) e T3 10
-7

M (T31, T32, T33). Após 24h de tratamento, o RNA total foi extraído e depletado 
de RNA ribossomal, em seguida enviado para sequenciamento. 

 

4.2 Extração de RNA Total  

 

Esse procedimento foi realizado por meio da utilização do PureLink® 

RNA Mini Kit. A opção pela utilização do Kit em detrimento da utilização do 

usual reagente Trizol® se justifica na necessidade de obtenção de um RNA de 

alto rendimento, em termos de concentração, e de alta qualidade e pureza. 

Após o fim do tratamento, as células foram transferidas para um novo 

tubo e centrifugadas a 2.000 g por 5 min a 4 oC, o que resultou na formação de 

um pellet. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado e, então, foi 

adicionado o tampão de lise. As amostras foram agitadas sob alta velocidade 

em vortex, até que o pellet entrasse novamente em suspensão. Em seguida 

transferiu-se o homogeneizado para um tubo coletor que foi centrifugado a 

12.000 g por 2 min. Foi adicionado um volume de 70% de etanol em cada 

amostra, seguindo-se agitação em vortex. Transferimos 700 µl de cada 

amostra para as colunas associadas ao tubo coletor e centrifugamos a 12.000 

g por 15s à temperatura ambiente. Adicionamos, posteriormente, 700 µl de 

tampão de lavagem e nova centrifugação foi feita a 12.000 g por 15s. 
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Adicionamos 500 µl do tampão de lavagem II (componente do kit) com etanol, e 

procedemos com nova centrifugação a 12.000 g por 15s. Adicionamos, por fim, 

30 µl de água livre de RNAse no centro da coluna, seguindo-se incubação por 

1 min à temperatura ambiente. Centrifugamos a coluna a 12.000 g por 2 min 

para eluir o RNA, o qual foi estocado a -20 oC. Seguiu-se a quantificação do 

RNA em espectrofotômetro. A razão entre as absorbâncias 260/280 foi utilizada 

como medida de qualidade do RNA das amostras.  

Após a extração de RNA total, as amostras foram submetidas ao 

tratamento com o Kit de purificação RiboMinus™, que assegura o 

enriquecimento das amostras pela retirada do RNA ribossomal.  

4.3 Depleção de RNA ribossomal (RiboMinus™) 

 

Inicialmente ressuspendemos o RiboMinus™ Magnetic Beads, por meio 

de agitação em vortex. Para cada amostra de RNA prepara-se 200 µl do 

tampão de hibridização (1x) e 500 µl de beads previamente ressuspendidas em 

um tubo livre de RNAse. Para o preparo das beads, cada tubo contendo o 

tampão juntamente com as beads foi colocado em uma estante magnética por 

1 min ou até que a solução ganhasse aspecto claro. Foi aspirado o 

sobrenadante com cuidado para não perturbar as beads. Removeu-se o tubo 

da estante magnética e lavaram-se as beads com 500 µl de água livre de 

nucleases e cada tubo foi colocado novamente na estante magnética por 1 min 

ou até que a solução ficasse clara.  As beads foram ressuspendidas em 200 µl 

do tampão de hibridização. Colocaram-se as beads preparadas numa estufa a 

37 oC por pelo menos 5 min. O RNA total extraído foi, então, transferido para 

as beads previamente preparadas pipetando-se suavemente (up/down) para 

homogeneizar. O tubo foi mantido a 37 oC por 5 min e, então, colocado na 

estante magnética por 1 min ou até que a solução se tornasse clara. 

Transferiu-se o sobrenadante contendo o RNA já depletado de RNAs 

ribossomais, para um novo tubo. 

Uma vez enriquecidas de mRNA, as amostras foram enviadas ao 

CEFAP (Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa do ICB-USP) para o 

sequenciamento de nova geração (RNAseq).  
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De uma maneira geral, os experimentos de RNAseq se iniciam com a 

extração e purificação de uma amostra de RNA, obtida de um tecido ou 

linhagem celular submetido a um determinado tratamento, sendo 

posteriormente convertido em uma biblioteca de cDNA. Esse processo gera 

milhões de pequenos fragmentos (25-300 bp) chamados de reads. Esses reads 

são então alinhados com o genoma ou trancriptoma da espécie (Genome: rn6) 

com a qual se está trabalhando, utilizando o programa TopHat2, para a 

geração de uma listagem de genes possivelmente afetados pelo tratamento. 

Esses dados são, então, submetidos a um conjunto de testes estatísticos 

executados pelo programa HT-Seq count, com o objetivo de ranquear essa 

listagem inicial de genes de acordo com valores de p e FoldChange resultantes 

das analises estatísticas. Após esse processo obtém-se então uma lista de 

genes diferencialmente expressos que foram regulados positivamente 

(upregulated) ou negativamente (downregulated) pelo tratamento (74,75,76, 

77). A figura 2 traz esquema das etapas do processo de sequenciamento, 

desde a extração das amostras até a análise estatística dos dados. 

 

 

Figura 2 - Esquema das etapas do processo de sequenciamento: Ao fim dos tratamentos, o RNA total das amostras 
foi extraído, seguindo-se a depleção de RNA ribossomal e envio das mesmas para o sequenciamento. 
Posteriormente, as amostras foram mapeadas com o genoma de referência e então estimadas quanto ao número 
de genes regulados pelo tratamento. Análises estatísticas adicionais determinaram a listagem de genes 
diferencialmente expressos.  
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A etapa do sequenciamento, propriamente dita, ocorre em plataformas 

comerciais disponíveis no mercado capazes de sequenciar milhares de pares 

de base em uma única corrida, gerando volume muito maior de informações 

quando comparado com o antigo método Sanger de sequenciamento. Dentre 

as plataformas comerciais existentes foi utilizada a SOLiD (Sequencing by 

Oligonuclotide Ligation and Detection) System da Helicos®, para a obtenção 

dos dados de sequenciamento apresentados neste trabalho (78,79).  

Diferentemente das outras plataformas, o sistema SOLiD utiliza uma 

DNA ligase e não uma polimerase para o sequenciamento. O DNA é 

fragmentado por um sonicador em reads de 60-90 bp. Esses fragmentos são 

ligados a adaptadores (P1 e P2), e em seguida devem ser amplificados para a 

construção de uma biblioteca de cDNA. No SOLiD, esse mecanismo de 

amplificação ocorre em beads magnéticas que, em solução, se organizam em 

micelas, as quais interagem com os reads através de hibridização entre os 

adaptadores ligados aos fragmentos P1 e P2, com elementos complementares 

situados nessas esferas metálicas. Essa amplificação é chamada PCR em 

emulsão. Posteriormente as esferas são ligadas covalentemente a uma lâmina 

com capacidade para cerca de 100 mil microesferas. No analisador SOLiD a 

lâmina contendo as esferas é combinada com os primers universais de 

sequenciamento, com a enzima ligase e as sondas que propiciam as condições 

ideais para a ocorrência do sequenciamento (80, 81, 82, 83, 84).  

Uma vez encerrada a etapa do analisador SOLiD, as amostras são 

então enviadas para o profissional de bioinformática para que haja o 

alinhamento das sequencias de reads gerados na etapa anterior de 

sequenciamento, com o genoma da espécie em estudo. Após isso, as 

amostras são tratadas por uma análise estatística de alto rigor, para obtenção 

da lista de genes diferencialmente expressos.  

Após a conclusão da etapa de sequenciamento, as amostras foram 

enviadas ao professor Pedro Galante, do laboratório de bioinformática do 

Hospital Sírio Libanês, o qual colaborou com este projeto na execução do 

alinhamento genômico, análise estatística e elaboração da lista de genes 

diferencialmente expressos. 
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4.4 RT-PCR 

 

Dentre a lista de genes diferencialmente expressos, foi selecionado um 

grupo de genes para ser validado por RT-PCR: o Slc16a1, Snrpd1, 9-March, 

Pdfn1 e Fam103a1, cujas funções celulares serão explicitadas ao longo da 

seção de resultados. A RT-PCR das amostras de células PCCl3 tratadas com 

T3 foi feita a partir de uma amostra de RNA reversamente transcrito, utilizando 

1 µl de M-MLV (200 U/µl), segundo instruções do fabricante (Promega, 

Maddison, WI USA). Inicialmente, 1 µg de RNA em solução aquosa foi 

misturado a 1 µl de iniciador oligo(dT), e incubado  a 65 oC por 10 min no 

termociclador (modelo ProFlex, PCRSystem, Applied Biosystem). Nessa 

primeira etapa, o oligo(dT) interaje com a cadeia poli(A) na porção 3’ dos 

mRNAs. Adiciona-se, a seguir, o tampão da enzima, dNTP, 200 U da enzima 

M-MLV e água (DEPC), completando-se um volume final de 20 µL, sendo a 

reação incubada no termociclador a 42 oC por 60 min para realização da 

transcrição reversa, e por 15 min, à 72 oC, para a inativação da enzima. O 

produto do RT-PCR gerado foi armazenado a -20° C. 

 

4.5 Reação de RT-PCR em Tempo Real (RT-qPCR)  

 

A reação de qPCR em tempo real foi realizada utilizando o sistema 

SYBR Green I (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) seguindo 

instruções do fabricante. Para isso, foi utilizado 1 µl de cada produto de RT-

PCR e, a estes, foram adicionados Sybr Green PCR (Life Technologies, EUA) 

e 200 nM de cada oligonucleotídeo direcionado ao gene de interesse, em um 

volume final de 12 µL. Para cada amostra foi amplificado o cDNA dos genes 

alvo  além do gene constitutivo Rpl-19, ambos em duplicata. As reações foram 

incubadas no sistema de PCR em tempo real Corbett (Corbett Research, 

Sydney, Australia), seguindo as condições da reação: 50 °C por 2 min, 95 oC 

por 5 min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 20s e 60 °C por 1 min, 72 oC por 

15 s. Todos os primers utilizados na reação de RT-qPCR (tabela 1) foram 

desenhados a partir de sequências de referência de cada gene utilizando a 

ferramenta Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) 

disponível no site do Pubmed. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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Alguns parâmetros, como tamanho do produto esperado, temperatura de 

anelamento, conteúdo de GC e sequências amplificadas somente em regiões 

de junção exon-exon, foram levados em conta no momento de construção dos 

primers. Uma vez desenhados, as sequências foram validadas no BLAST, 

ferramenta também oferecida pelo Pubmed, capaz de garantir que o oligo 

sintetizado não seja capaz de amplificar sequências semelhantes em outros 

genes, assegurando, portanto, sua especificidade.  

 

Tabela 1 – Sequência de primers utilizados nos ensaios de RT-qPCR 

Primer  Sequencia  Referência GenBank 

Rpl-19 
Forward: 5’-CCAATGAAACCAACGAAATCG-3’ 
Backward: 5’-TCAGGCCATCTTTGATCAGCT-3’ 

NM_031103 

Snrpd1 
Forward: 5’-GAGTCCATTATTTGGGCCCCT-3’ 
Backward: 5’AGATCTCATCCCAGTAAGAACTTT-3’  

NM_001106163.1 

9-March 
Forward: 5’-CCCGGAGCAGGGGGA-3’ 
Backward: 5’-GGATTAGGCAGGGTTGGTGT-3’ 

NM_001100601.1 

Pfdn1 
Forward: 5’-GTATGAAGGTGTAGGAAGAATGTTT-3’ 
Backward: 5’-GGAAGAACTTTCCCAGCAGC-3’ 

NM_001108427.1 

Fam103a1 
Forward: 5’-TGAAACGCCCTCCTGAATCC-3’ 
Backward: 5’-GTTATCTTGCAGCCAGTTGCC-3’ 

NM_001127451.1 

Slc16a1 
Forward: 5’- AGCCTGCGCTACTTCACCTA-3’ 
Backward: 5’- GGCCAGCTTGATTCTGTCTC-3’ 

NM_147216.1 

 

4.6 Avaliação da expressão de proteínas por Western Blotting  

 

Para as análises de Western Blotting as células PCCl3 foram lisadas e 

homogeneizadas em solução tampão RIPA. A constituição do tampão RIPA 

varia conforme o tipo de proteína a ser analisada bem como o tecido onde é 

expressa. 

Para analisar a expressão das proteínas SNRPD1, PFDN1 e MC T8, 

utilizou-se a seguinte consituição de RIPA: 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, com 150 

mM Cloreto de Sódio, 1% NP-40, 0,5% Deoxicolato de Sódio e 0,1% Dodecil 

sulfato de Sódio (Sigma-Aldrich).  

Para analisar a expressão da 9-MARCH, que é uma proteína de 

membrana plasmática, foi necessária a separação desta fração das células 
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PCCl3. Para tal, o tampão utilizado para a homogenização foi composto por: 

250mM de Sacarose, 10mM HEPES, 1mM EDTA (Sigma- Aldrich). 

Todos os tampões foram preparados no momento da extração, quando 

então foi era acrescentado um tablet de inibidor de proteases (Roche). 

Após a homogeinização, as amostras foram submetidas à sonicação por 

10s em uma amplitude de 40 % (SONICS vibracellTM, VCX130, USA) e então 

centrifugadas à 14.000 g por 35 min. A concentração de proteínas totais foi 

determinada pelo método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Dye Reagent 

Concentrate). Para as proteínas SNRPD1 e PFDN1 (17 e 15 kDa, 

respectivamente) as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 15%, já para MCT 8 e 9-MARCH (ambas de 38 KDa) utilizou-se 

gel de poliacrilamida 10%,  seguindo-se a transferência das proteínas para uma 

membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) por eletrotransferência (semi-dry - 15 V) 

por 1 h. As membranas foram bloqueadas com solução PBS-TWEEN com 3% 

BSA overnight a 4oC e, posteriormente, incubadas com o anticorpo primário 

contra a proteína de interesse (tabela 2),  diluído em PBS-TWEEN com 3% de 

BSA. Finalizado o tempo de incubação, as membranas foram removidas da 

solução contendo o anticorpo primário e lavadas por 4x de 10min em solução 

de lavagem (PBS-TWEEN). Em seguida, as membranas foram incubadas com 

anticorpo secundário específico (tabela 3), por 1 h em temperatura ambiente, 

diluído em PBS-TWEEN e 3% de BSA. As membranas foram novamente 

lavadas com a solução de lavagem (4x de 10 minutos). As imagens das bandas 

foram obtidas em fotodocumentador (Amersham Imager 600) utilizando-se o kit 

de ECL. 

 

Tabela 2: Lista de anticorpos: fabricante, concentração final utilizada e tempo de incubação. 

Anticorpo Primário Fabricante  Concentração  Tempo de Incubação  

Anti-MCT 8 ABCAM 1 -1000 overnight  

Anti-SNRPD1 ABCAM  1-100 overnight  

Anti-PFDN1 ATLAS 1-250 overnight  

Anti-9-MARCH ABCAM  1 µg/ml overnight  

Anti-Fam103a1 ATLAS  1-100 overnight  
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Tabela 3: Lista de anticorpos secundários (Fabricante, concentração e tempo de incubação)  

Anticorpo 
Primário 

Anticorpo 
Secundário Fabricante  Concentração  

Tempo de 
Incubação  

Anti-MCT 8 Anti-Rabbit Jackson ImmunoResear. Lab. 1- 5.000 1h (TA)* 

Anti-SNRPD1 Anti-Rabbit Jackson ImmunoResear. Lab. 1- 5.000 1h (TA) 

Anti-PFDN1 Anti-Rabbit Jackson ImmunoResear. Lab. 1- 5.000 1h (TA) 

Anti-9-MARCH Anti-Rabbit Jackson ImmunoResear. Lab. 1- 5.000 1h (TA) 

Anti-FAM103a1 Anti-Rabbit Jackson ImmunoResear. Lab. 1- 5.000 1h (TA) 
*TA: Temperatura Ambiente  

 

4.7 Ensaio de Poliubiquitinação  

 

Após o fim do tratamento, as células foram lisadas em tampão de 

sacarose e ultracentrifugadas para separação da fração de membrana da 

fração total de proteínas, (conforme descrito no item 1.7 deste relatório); ambas 

as frações foram posteriormente quantificadas pelo método Bradford. 

Posteriormente 50 µg de proteínas – fração de membrana plasmática – foram 

submetidas à SDS-PAGE 10%, transferidas em sistema “semi-dry” para uma 

membrana de nitrocelulose, que foi bloqueada com BSA 3%, overnight. 

Posteriormente as membranas foram incubadas com anticorpo anti-

Na/K/ATPase (1:1000)  por 1h a 4oC, para comprovar a eficiência da separação 

das frações de membrana plasmática das células. Em seguida, a membrana 

contendo as proteínas da fração de membrana plasmática foi incubadas com 

anticorpo anti-PoliUbiquitina (1:1000) overnight a 4oC para avaliação do padrão 

de poliubiquitinação nos diferentes grupos. O padrão de bandas foi obtido em 

fotodocumentador (Amersham Imager 600) utilizando-se o kit de ECL. A 

densidade óptica das bandas foi analisada por ImageJ (NIH – EUA). 

 

4.8 Experimentos In vivo 

 

Após a validação, in vitro, dos genes diferencialmente expressos 

selecionados, procedeu-se com a análise da expressão dos mesmos no 

modelo in vivo. Para tal, foi obtido junto à Comissão de Ética no Uso de 

Animais do Instituto de Ciências Biomédicas da USP (CEUA-ICB/USP) 

aprovação (protocolo 92/2017 aprovado em 18/09/2017) para execução dos 
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experimentos in vivo. Todos os protocolos experimentais foram planejados de 

acordo com os princípios éticos sobre pesquisa de animais, adotado pelo 

Conselho Nacional para o controle de animais de experimentação.  

Ratos Wistar foram obtidos do Biotério Central do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo e mantidos no biotério do 

departamento de Fisiologia e Biofísica, em ambiente livre de patógenos, com 

temperatura controlada (22 ± 1oC) e ciclo claro-escuro 12:12h. Os animais 

receberam ração e água ad libitum e foram divididos randomicamente em 

grupos, conforme se segue.   

Procedimento 1: Grupos Controle, Hipotireoideo e hipertireoideo. Para 

indução do hipotireoidismo, os animais foram tratados com duas doses de 6-

propil-2-tiouracil (PTU): 10 µg e 20 µg/100g PC, ip, por 30 dias. Vários estudos 

demonstram a utilização do PTU como estratégia para indução de 

hipotireodismo (85,86), seu mecanismo de ação ocorre sobre o processo de 

organificação do iodeto através da inibição da tireoperoxidase (TPO), enzima 

responsável por oxidar o iodeto e sintetizar os hormônios tireoidianos (87, 88, 

89, 90, 91, 92, 93, 94). Adicionalmente, a literatura reporta que o PTU inibe a 

conversão de T4 a T3 por inibir a ação da desiodase tipo1 e, por consequência, 

reduz a geração periférica de T3 (95). Para a condição de hipertireoidismo, os 

animais foram tratados com T3 em duas doses: 1,5 e 3,0 µg/100g PC, ip, por 

28 dias (96, 97, 98). O grupo controle recebeu injeção de salina pelo mesmo 

período de tempo e também po via ip. Após o fim do tratamento, os animais 

foram eutanaziados para remoção da tireoide para análises de expressão 

gênica e proteica (figura 3).  

Procedimento 2: Neste procedimento o intuito de avaliar se as alterações 

observadas nos animais submetidos ao protocolo experimental acima descrito 

(procedimento 1), eram de fato em decorrência de uma ação do T3 sobre a 

expressão de gênica, um novo grupo de animais foi induzido à condição de 

hipotireoidismo, utilizando PTU na dose de 10 µg/100g de PC, ip,  por 30 dias. 

Após esse tempo, parte dos animais (animais hipo), recebeu tratamento com 

T3 na dose de 1,5 µg/100g PC, ip. por 28 dias, enquanto outra parte seguiu na 

condição de hipotireoidismo até o fim do tratamento. O grupo controle recebeu 

injeção de salina, ip, pelo mesmo período de tempo dos tratamentos. Após o 

fim do tratamento, os animais foram eutanaziados para remoção da tireoide 
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para análises de expressão gênica e proteica (figura 4), conforme explicitado 

no estudo in vitro. 

 

 

Figura 3 - Esquema ilustrativo do procedimento 1: Ratos foram induzidos ao hipotireoidismo com PTU 10 µg/100g 
de PC e 20 µg/100g PC por 30 dias e ao hipertireoidismo (T3: 1,5 e 3,0 µg/100g PC por 28 dias); nos animais controle 
administrou-se salina. 

 

 
Figura 4 - Esquema ilustrativo do procedimento 2: Ratos foram inicialmente tratados com PTU 10 µg/100g PC por 
30 dias com o intuito de induzir o hipotireoidismo. Parte dos ratos hipotireoideos, foi tratada com T3 1,5µg/100g de 
PC, ip, por 28 dias, enquanto parte permaneceu na condição de hipotireoidismo. Nos animais controle administrou-
se salina ip.  
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4.9 Análise dos Dados  

 

Análise dos dados foi feita pela comparação entre os Cycle Thresholds 

(CTs) do grupo controle, Hipo e demais grupos experimentais (T3 10-7M e T3 

10-9M por 24h), obtidos através da passagem de uma reta denominada 

threshold entre as fases de crescimento logarítmico das curvas. Uma vez que 

cada amostra é amplificada em duplicata nos ensaios de RT-qPCR, faz-se a 

média entre os dois valores de Ct das duplicatas de todas as amostras dos 

genes de interesse, bem como para o gene constitutivo selecionado 

(housekeeping). A partir de então, é possível se estabelecer o ΔCT, que 

consiste na diferença entre o valor de média da duplicata dos genes de 

interesse subtraídos dos valores de média das duplicatas do gene constitutivo. 

Em seguida, as médias dos valores encontrados para o grupo Controle ou Hipo 

(tomado como referência para as comparações) foram subtraídos de todas as 

médias dos outros grupos restantes, obtendo-se assim o ΔΔCT. Colocando-se 

esse valor como exponencial negativo na base 2 (2-ΔΔCT) obteve-se o quanto o 

gene está expresso, após o tratamento, em relação ao grupo HIPO. Para 

determinar os níveis de significância das diferenças entre os grupos, os dados 

foram comparados por análise de variância one way (ANOVA), seguida por 

Tukey através do programa Prism versão 6 (GraphPad Software Inc., EUA). 
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5 RESULTADOS  

Após os experimentos de sequenciamento os dados foram processados, 

para então selecionarmos os genes diferencialmente expressos para validação 

e ensaios funcionais, conforme apresentado abaixo:  

5.1 Análise de eficiência de depleção de RNA ribossomal  

 

Um dos primeiros desafios no processo de sequenciamento de nova 

geração é a obtenção de amostras com concentrações ideais de mRNA e com 

mais alto nível de qualidade e pureza. Nesse sentido, o processo de depleção 

de RNAs ribossomais, os mais abundantes nas células, deve ser eficiente em 

seu objetivo de enriquecer as amostras com mRNA para serem enviadas para 

sequenciamento. Para tanto, antes da etapa de sequenciamento, propriamente 

dito, as amostras tiveram suas concentrações e seu grau de depleção 

atestadas no CEFAP pelo softwer Bioanalyser. Este sistema incorpora a 

tecnologia de eletroforese capilar em gel dentro de um Chip (LabChip®). Este 

equipamento utiliza um dispositivo de 3 cm2 que possui microcanais para o 

preenchimento direto das amostras de DNA ou RNA. Assim, os ácidos 

nucleicos são separados e analisados por eletroforese capilar com detecção 

por fluorescência induzida a lazer. Cada Chip possui 16 poços conectados por 

um arranjo de microcanais que são preenchidos com a mistura de gel e corante 

intercalador (99). O gráfico abaixo (figura 5A) mostra as subunidades 18S e 

28S de RNA ribossomal, RNA transportador e pequenos RNAs de uma 

amostra de RNA total, analisada pelo Bioanalyser, antes de sofrer depleção de 

seu RNA ribossomal. 

A figura 5B ilustra o perfil de uma amostra depletada de RNA 

ribossomal, após o tratamento com Ribominus. Nela se observa o 

desaparecimento dos picos que existiam previamente referentes às 

subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal, comprovando a eficiência do 

procedimento de depleção. 
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Figura 5 - Depleção de RNA Ribossomal: (A) Gráfico de uma amostra de RNA total submetida à análise de 
integridade pelo Bioanalyser anteriormente ao processo de depleção de RNA ribossomal pelo Kit Ribominus

TM
. (B) 

amostra de RNA submetida à análise de integridade pelo Bioanalyser após efetiva depleção de RNA ribossomal pelo 
kit Ribominus™. 

 

Após a extração de RNA total (de acordo com o ítem Material e Métodos 

2.2), as amostras foram submetidas à depleção com RibominusTM, conforme 

descrito no item 2.3 (Material e Métodos) e posteriormente à análise no 

Bioanalyser. Os dados são apresentados na figura 6: 

 

Figura 6 - Eficiência de depleção de RNA Ribossomal: Após extração de RNA total, o RNA ribossomal foi removido 
das amostras pelo Ribominus

TM
. Os gráficos mostram dados de tamanho/migração versus intensidade de 

fluorescência. Picos menores estão, às vezes, presentes após 24-29 segundos (eixo x), os quais estão representados 
pelas subunidades 5S e 5,8S, RNA transportador e pequenos fragmentos de RNA de cerca de 100pb. Picos 
relacionados às subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal deveriam aparecer por volta de 40-50 segundos. 
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Entretanto, estão ausentes em todas as amostras – C1, C2,C3 (primeira linha) Hipo1, Hipo2 e Hipo3 (segunda linha), 
e dos grupos T31, T32, T33 (terceira linha). As figuras também apresentam concentração de RNA bem como a 
porcentagem de contaminação por RNA ribossomal em cada grupo.  

Quando se compara os gráficos acima exibidos (Figura 5) com o gráfico 

apresentado na figura 6, é possível observar que os picos referentes às 

subunidades 18S e 28S dos RNAs ribossomais, desaparecem por completo, 

em todos os grupos. Adicionalmente, quando se analisa a porcentagem de 

contaminação com RNA ribossomal em cada uma das amostras, pode-se 

observar que não ultrapassa o valor de 2,5%. Juntos, esses dados asseguram 

que o processo de depleção dos RNAs ribossomais das amostras ocorreu de 

maneira eficiente. 

As amostras seguiram, então, para o preparo das bibliotecas de cDNA, 

sequênciamento e geração dos dados brutos. Os dados foram processados e 

analisados pela equipe do Prof. Pedro Galante do Laboratório de 

Bioinformática do Hospital Sírio Libanês, o qual foi responsável em identificar 

os genes diferencialmente expressos. 

5.2 Clusterização das amostras: Heatmap 

  

A análise dos dados de sequenciamento possibilitou a visualização de 

um panorama geral da quantidade de genes diferencialmente expressos em 

cada grupo, conforme mostrado na figura 7. Essa categorização, conhecida 

como HeatMaps, refere-se a matrizes de valores representados graficamente 

que têm o objetivo de agrupar as amostras sequenciadas de acordo com um 

conjunto de padrões de similaridade, que no caso do sequenciamento, leva em 

consideração a quantidade de genes que foram regulados positivamente 

(upregulated), negativamente (downregulated) e aqueles que não sofreram 

alteração, em cada amostra. Os dados em um HeatMap são apresentados na 

forma de “fold-values”: unidades arbitrárias de quantas vezes o valor é maior 

ou menor do que o de referência. Os tons em verde representam valores acima 

do valor de referência (upregulated), tons de vermelho indicam valores abaixo 

do valor de referênca (downregulated) e as tonalidades mais escuras (preto) 

apontam valores próximos ao valor de referência, que não sofreram alteração 

pelo tratamento. Essas representações evidenciam aquelas amostras que 

apresentaram um comportamento mais homogêneo entre si e aquelas que 
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mostraram um comportamento mais heterogêno, em termos de expressão 

gênica.  

 

Figura 7 - Heatmap: Comportamento global dos genes diferencialmente expressos baseados nos valores de 
foldchange do grupo Controle, T3 e hipo (grupos diretamente relacionados a este projeto), bem como do grupo 
iodo e controle (estudo paralelo, não pertencente a esse trabalho) e seus agrupamentos. As linhas em verde 
indicam genes que tem sua expressão aumentada (up-regulated), as em vermelho os genes que tem sua expressão 
diminuída (down-regulated), e as em preto indicam genes que não sofreram alteração pelo tratamento.  

 

A análise do comportamento global das amostras nos Heatmaps chama 

atenção para alguns grupos que não se agregam à outros. Nos heatmaps 

(Protein coding only genes) as amostras Hipo3 e T32 variaram muito. Em 

parceria com os bioinformatas responsáveis pela análise dos dados, decidimos, 

portanto, excluir os outliers, ou seja, as amostras que apresentavam variações 

muito díspares em relação às outras, para que as comparações fossem 

estabelecidas entre grupos homogêneos e para que essas variações não 

mascarassem resultados importantes. 

Portanto, as comparações foram feitas da seguinte maneira:  
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 Média dos grupos Hipo1, Hipo2 x Média dos grupos T31, T33 

 Média dos grupos Hipo1, Hipo2 x Média dos grupos C2,C3. 

 

Com as comparações acima, duas listas de genes diferencialmente 

expressos foram geradas: Controle vs Hipo e Hipo vs T3.  

Essas duas diferentes listas geraram juntas, em torno de 2172 genes 

entre up-regulated e down-regulated. Essas listas foram submetidas a uma 

análise capaz de agrupar todos esses genes de acordo com função, via de 

sinalização envolvida, processos biológicos, organelas celulares, funções 

moleculares e classe de proteínas. Essa análise foi executada por um software 

chamado Panther (http://www.pantherdb.org/), responsável pela organização 

dos dados de acordo com sua ontologia (GO – gene onthology). 

Baseado nas listas geradas a partir da análise do sequenciamento 

(Controle vs Hipo e Hipo vs T3), juntamente com as análises de GO, 

selecionamos um conjunto de 5 genes para validação, a saber: Slc16a1, 

Snrpd1, Pfdn1, 9-March e Fam103a1 (figura 8). Esses genes contam cinco 

diferentes histórias a respeito da influência dos hormônios tireoidianos (T3) 

regulando, de maneira autócrina, processos envolvidos em eventos pós- 

transcricionais, pós- traducionais e até mesmo na regulação da expressão de 

seu próprio transportador.   

 

 

Figura 8 - Genes diferencialmente expressos selecionados para validação: Genes provenientes da listagem de genes 
diferencialmente expressos e selecionados para validação de acordo com as análises de GO (gene onthology). Na 
comparação entre a lista Controle vs Hipo, selecionamos o gene Slc16a1 e na comparação entre a lista Hipo vs T3 

http://www.pantherdb.org/
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selecionamos os genes: Snrpd1, 9-March, Pfdn1 e Fam103a1. Os números abaixo dos genes indicam a ordem em 
que serão descritos nas sessões posteriores. 

 

5.3 Validação dos genes selecionados por RT-qPCR 

 

A validação dos genes diferencialmente expressos ocorreu por meio de 

PCR em tempo real. Para isso fez-se necessário a utilização de um gene 

normalizador (housekeeping gene). Após testarmos alguns genes, dentre os 

vários candidatos como GAPDH, 18S, β-actina, dentre outros, observou-se que 

o gene Rpl-19 não apresentava variação estatística nas células PCCl3 quando 

mantidas em meio hipo e posteriormente tratadas com excesso de T3. Em 

função da ausência de variação ao longo dos tempos avaliados, bem como da 

concentração de hormônio escolhida para esses ensaios, o gene Rpl-19 foi 

utilizado como normalizador nos ensaios de PCR em tempo real para as 

células PCCl3, conforme ilustra a figura 9. 

 

Figura 9 - Avaiação da expressão de Rpl-19 como gene constitutito: PCR quantitativo para análise da expressão do 
gene Rpl-19 em células PCCl3 inicialmente mantidas em meio hipo e posteriormente submetidas ao tratamento 
com T3 (10

-7
M) por 30min, 1h, 24h e 48h. Os valores se referem à média mais ou menos o erro padrão da média 

(media±EPM). Nenhuma diferença estatística foi observada entre os diferentes grupos após análise ANOVA one-
way. 

5.3.1 Slc16a2 

 

Como mencionado anteriormente, o gene Slc16a2 codifica a proteína MCT 

8, que faz parte de uma família de transportadores responsáveis por mediar a 

translocação de substratos monocarboxilados, como piruvato e lactato, para o 

interior e exterior da célula, bem como de iodocompostos, como os hormônios 

tireoidianos.  

Os dados obtidos pelo sequenciamento de nova geração (RNAseq), na 

comparação feita entre a lista de genes diferencialmente expressos do grupo 
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Controle vs Hipo, apontaram um aumento de expressão do mRNA do Slc16a2 

no grupo Hipo, com valor de LogFoldChange de 0,51 e valor de p= 0,0004. 

Esses dados foram confirmados na validação tanto por RT-qPCR quanto por 

western Blotting, conforme ilustra a figura 10:  

                                                                           

Figura 10 - Validação da expressão de Slc16a1 por RT-qPCR e western bot: À esquerda PCR quantitativo de células 
PCCl3 mantidas em meio Hipo (depletado de hormônio tireoidiano) por 48h. À direita, western Blotting de células 
PCCl3 mantidas em meio Hipo por 48h. Os valores referem-se a média de expressão do gene Slc16a1, normalizada 
por Rpl-19, mais ou menos o erro padrão da média (media±EPM), expressos em relação ao grupo controle (A). Em B 
temos a expressão da MCT 8, sendo a normalização realizada pelo Ponceau (anexo1). (*) indica diferença estatística 
em relação ao grupo controle por Teste t, para p<0,05 (n=20). 

Ao analisar a lista Hipo vs T3 de genes diferencialmente expressos, o 

Slc16a2 não aparece como um gene regulado negativamente pelo T3. 

Contudo, mesmo não tendo indicativo dessa diminuição pelos dados de 

sequenciamento, optamos por avaliar a expressão gênica e proteica do MCT 8 

frente ao tratamento com excesso (10-7M) e em doses fisiológicas (10-9M) de 

hormônio. Detectou-se uma reversão do aumento da expressão do mRNA de 

Slc16a2 observada no grupo Hipo, em todos os tempos avaliados (30’, 1h e 

24h), quando as células foram tratadas com 10-7M de T3. Já quando as células 

foram tratadas com T3 10-9M, não foi possível observar o mesmo efeito de 

inibição na expressão do transportador, pelo menos nos tempos avaliados 

(figura 11). 
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Figura 11 - Expressão de Slc16a1 frente ao tratamento com T3: PCR quantitativo para análise da expressão do gene 
Slc16a1 em células PCCL3 mantidas em meio hipo por 24h e então submetidas a tratamento com T3 na 
concentração 10

-7
M (esquerda) e 10

-9
M (direita) por 30’, 1h e 24h. Valores são a média mais ou menos o erro 

padrão da média (media±EPM) de expressão do gene Slc16a1, normalizada por Rpl-19, expressos em relação à 
media ± EPM dos valores do grupo Hipo. (*) indica diferença estatística em relação ao grupo Hipo por ANOVA one-
way seguido de Tukey’s, para p<0,05 (n=20). 

Ao avaliarmos o conteúdo proteico de MCT 8 nas células PCCl3 

mantidas em meio hipo e então tratadas com excesso de T3 (10-7M) e com T3 

na concentração fisiológica (10-9M), não foi possível observar variação na 

expressão do transportador em nenhuma das concentrações e em nenhum dos 

tempos avaliados (Figura 12). 

 

Figura 12 - Avaliação do conteúdo proteico de MCT 8 em células tratadas com T3: Western Blot para análise da 
expressão do conteúdo proteico de MCT 8 em células PCCL3 mantidas em meio hipo e então submetidas ao 
tratamento com T3 na concentração 10

-7
M (esquerda) e 10

-9
M (direita) por 1h e 24h. Valores são a média ± EPM da 

expressão de MCT 8, normalizada pelo Ponceau (anexo 2), expressos em relação à média ± EPM dos valores do 
grupo Hipo. (n=20). 

No intuito de avaliar se as alterações observadas na expressão de 

Slc16a2 eram de fato causadas pelo T3 e não, indiretamente pelo aumento na 

disponibilidade de iodo proveniente da desiodação de T3 a T2 pela desiodase 

1, nós tratamos previamente as células PCCl3 com PTU (1mM) – um potente 

inibidor da enzima D1 – por 1h e então tratamos as células com T3 na 
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concentração de 10-7M por 1h e 24h. Após o tratamento com PTU, o hormônio 

tireoidiano induziu uma resposta ainda mais pronunciada em reduzir a 

expressão de Slc16a2 (figura 13).   

 

Figura 13 - Expressão de Slc16a1 em células PCCl3 previamente incubadas com PTU: RT-qPCR para análise da 
expressão de Slc16a1 de células PCCl3 pré-incubadas com PTU (1mM) e então submetidas a tratamento com T3 na 
concentração 10

-7
M por 24h. Valores são a média ± EPM da expressão de Slc16a1 em relação ao gene Rpl-19. (*) 

indica diferença estatística por ANOVA-one-way (em relação ao grupo hipo), seguido de Tukey’s para p<0,05 (n=20). 

 

Após a conclusão da etapa de validação no modelo in vitro e da 

avaliação do efeito do tratamento com PTU e da administração de T3 em doses 

e tempos distintos, passamos a realizar essas mesmas análises no modelo in 

vivo, por meio dos procedimentos 1 e 2, conforme explicitado em material e 

métodos no item 2.9. 

Por meio do procedimento 1, observamos que os animais hipotireoideos, 

tanto os tratados com 10 ou 20 µg/100 g PC, ip, de PTU, apresentaram 

aumento na expressão de mRNA e da proteína MCT 8. Por outro lado, os 

animais hipertireoideos tratados com 1,5 ou 3 µg/100 g, PC, ip, de T3 exibiram 

uma diminuição na expressão de mRNA e da proteína MCT 8. Esses dados 

vão ao encontro do que foi observado no modelo in vitro (figura 14).  
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Figura 14 – Expressão gênica e proteica de MCT 8 em ratos hipo e hipertireoideos: Ratos wistar foram induzidos ao 
hipotireoidismo com 10 e 20µg/100g de PC de PTU, ip, por 30 dias e ao hipertireoidismo com T3 – 1,5 e 3,0 µg/100g 
de PC ip, por 28 dias. À esquerda temos os dados da expressão gênica de Slc16a1, enquanto à direita temos a da 
proteína MCT 8 na tireoide. Valores são a média ± EPM da expressão de Mct8 e MCT 8 normalizadas pela expressão 
do gene Rpl-19 ou Ponceau (anexo 3), respectivamente. (*) indica diferença estatística por ANOVA-one-way seguido 
por Tukey’s para p<0,05 vs controle (#)indica diferença estatística por ANOVA-one-way seguido por Tukey’s para 
p<0,05 vs Hipo (PTU 10). 

No estudo que se segue, utilizamos o procedimento 2, em que 

avaliamos o efeito do tratamento com T3 (1,5 µg/100g PC, ip, 28 dias) nos 

animais previamente induzidos ao hipotireoidismo por tratamento com PTU (10 

µg/100g PC, ip, 30 dias). Observamos que os animais hipo exibiram aumento 

na expressão de mRNA e da proteína MCT 8. Entretanto, ambas diminuíram 

nos animais submetidos previamente ao hipo e que foram então tratados com 

T3. (figura 15). 

 

Figura 15 - Expressão gênica e proteica de MCT 8 em ratos submetidos previamente ao hipotireoidismo e tratados 
com T3: Ratos wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 10µg/100g PC de PTU por 30 dias, sendo parte deles 
tratada com T3 (1,5µg/100g PC, ip) por 28 dias. À esquerda temos a expressão gênica de Slc16a1 e à direita a da 
proteína MCT 8 na tireoide. Os valores são a média ± EPM da expressão de Slc16a1 e MCT 8 normalizadas pela 
expressão do gene Rpl-19 ou Ponceau (anexo 4), respectivamente. À esquerda o (*) indica diferença estatística por 
ANOVA-one-way para p<0,05, em relação ao grupo PTU (hipo). À direita, (*) indica diferença estatística em relação 
ao grupo controle, enquanto o (###) indica diferença estatística em relação ao grupo PTU (hipo) usando ANOVA-
oneway, seguido por Tukey’s para p<0,05 (n=15). 
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5.3.2 Gene Snrpd1 

 

O gene Snrpd1 (Small nuclear ribonucleoprotein D1) codifica uma 

proteína da família das ribonucleoproteínas, que são complexos proteicos 

compostos por pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNAs - snRNAs) 

associados a uma família de proteínas conhecidas como proteínas Sm, nas 

quais estão incluídas as A, B, B’, C, D1, D2 e D3, E, F e G. Essas 

ribonucleoproteínas estão envolvidas, dentre outros processos, na formação do 

espliceossomo nos eventos de splicing do pré-mRNA em células eucarióticas 

(100).  

Dentre a listagem de genes diferencialmente expressos, resultado da 

comparação entre Hipo x T3 por 24h na concentração 10-7M, o gene Snrpd1 

foi regulado positivamente (upregulated) pelo tratamento 

(LogFoldChange=0,776426793; p=1,10E-05). Em outra comparação estatística 

feita entre o grupo Controle vs Hipo, os dados de sequenciamento apontaram 

uma diminuição na expressão (downregulated) de Snrpd1 no grupo Hipo 

(LogFoldChange= 0,537196603; p= 6,55394E-11). 

Os ensaios de RT-qPCR confirmaram o padrão de resposta observado 

no RNAseq, validando assim os resultados do sequenciamento (figura 16A).  

Conforme descrito no protocolo experimental (Material e Métodos, item 

2), avaliamos também a expressão de Snrpd1 frente ao tratamento por 24 h 

com T3 na concentração 10-9M, e também após 1 h de tratamento com T3 nas 

concentrações de 10-7M e 10-9M, sendo os dados obtidos apresentados nas 

figuras 16B e C, respectivamente. É possível observar um padrão de resposta 

semelhante ao apresentado na dose 10-7M, tanto na diminuição de expressão 

do gene no grupo hipotireoideo, quanto no aumento de expressão após 24h de 

tratamento com T3. Embora não tenha sido significativo, chama a atenção que 

o T3, na menor dose, promoveu um aumento da expressão do mRNA do 

Snrpd1 após 1 h do tratamento.  
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Figura 16 – (A) Validação Snrpd1 por RT-qPCR: análise da expressão do gene Snrpd1 em células PCCl3 mantidas em 
meio Hipo e, então, submetidas a tratamento com T3 na concentração 10

-7
M, por 24h. (B) Mostra o mesmo estudo 

com a adição de um grupo com 1 h de tratamento com T3 (10
-7

M); (C) Expressão de Snrpd1 em células PCCl3 
tratadas com T3 10

-9
M por 1h e 24h. Os valores representam a média ± EPM da expressão do gene Snrpd1, 

normalizada por Rpl-19, expressos em relação à média dos valores do grupo Hipo. (*) indica diferença estatística 
(p<0,05) em relação ao grupo Hipo; (ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s).  

 

Avaliamos também o conteúdo proteico de SNRPD1 em células PCCl3 

mantidas em meio Hipo e, então, tratadas com 10-7M de T3 por 24, 48 e 72h 

(Figura 17). Observou-se redução (não significativa) do conteúdo proteico de 

SNRPD1 no grupo Hipo, e aumento do mesmo já com 24h de tratamento com 

T3 e posteriormente com 72h. Essas alterações foram coerentes com os dados 

observados na expressão gênica. 

 

Figura 17 – Expressão da proteína SNRPD1 por western blot: Conteúdo de SNRPD1 em células PCCl3 mantidas em 
meio Hipo e, então, submetidas a tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 24, 48 e 72h. Os valores são 
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apresentados como média ± EPM do conteúdo total de MCT 8 normalizados por Ponceau (anexo 6). (*) indica 
diferença estatística em relação ao grupo Hipo por ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s para p<0,05. 

 

Após a validação de expressão do gene Snrpd1 no modelo in vitro, 

seguimos com a avaliação da expressão deste gene em ratos induzidos ao 

hipotireoidismo (PTU:10 e 20 µg/100g PC, ip) e ao hipertireoidismo (T3:1,5 e 

3,0 µg/100g PC, ip), conforme o procedimento 1 (Material e Métodos item 2.9). 

Os ensaios de expressão gênica não evidenciaram nenhuma alteração do 

Snrpd1 nos grupos hipo (PTU 10 e 20 µg/100g de PC). Contudo, a dose de T3 

de 1,5 µg/100g PC provocou aumento significativo da expressão de Snrpd1, 

semelhante ao que foi observado na validação deste gene no modelo in vitro 

(Figura 18).  

 

Figura 18 - Análise da expressão do Snrpd1 (estudo in vivo):Ratos Wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 10 
e 20µg/100g PC de PTU, ip, por 30 dias e ao hipertireoidismo com T3 – 1,5 e 3,0 µg/100g de PC ip, por 28 dias. À 
esquerda temos a expressão gênica de Snrpd1 e à direita a da proteína SNRPD1 na tireoide. Os valores representam 
a média ± EPM da expressão de Snrpd1 ou SNRPD1, normalizados pelo gene Rpl-19 ou Ponceau (anexo 7), (*) indica 
diferença estatística (p<0,05) em relação ao grupo controle e (#) indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo PTU 
10 (hipo) (ANOVA-one-way seguido de Tukey; n=15). 

 

Uma vez analisado o comportamento de expressão do gene Snrpd1 nas 

condições de Hipo e Hipertireoidismo, hipotetizamos se em animais 

previamente hipotireoideos o hormônio tireoidiano seria capaz de reverter a 

resposta observada no grupo hipo. Para tanto, os animais foram tratados com 

PTU (10 µg/100g de PC por 30 dias), em seguida parte desses animais foi 

tratado com T3 na dose de 1,5 µg/100g de PC por 28 dias (Material e Métodos 

item 2.9- procedimento 2). O que se pode observar é que os animais 
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previamente hipo e tratados com T3 houve uma redução na expressão do gene 

Snrpd1 quando comparado ao grupo Hipo (figura 19). 

 

Figura 19 - Expressão gênica e proteica de Snrpd1 em ratos submetidos previamente ao hipotireoidismo e tratados 
com T3:Ratos wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 10µg/100g PC de PTU por 30 dias, sendo parte deles 
tratada com T3 (1,5µg/100g PC, ip) por 28 dias. Os valores são a média ± EPM da expressão de Snrpd1 normalizadas 
pela expressão do gene Rpl-19. (*) indica diferença estatística por ANOVA-one-way para p<0,05, em relação ao 
grupo controle (n=15). 

5.3.3 Gene 9-March 

 

O gene 9-March codifica uma enzima E3 ligase, responsável pela adição 

de múltiplas ubiquitinas em proteínas destinadas a degradação no complexo 

proteassomal. 

Sabe-se da importância do balanço entre reações de anabolismo e 

catabolismo proteico (turnover) nas células para o seu eficiente funcionamento, 

já que as estruturas e organelas são recicladas ao longo da vida. Dentre as 

vias proteolíticas intracelulares, tem-se dado bastannte destaque recentemente 

a um conjunto de vias especializadas no controle desses processos que são os 

complexos proteassomais. Nesta via proteolítica, que envolve o proteassoma, a 

proteína ubiquitina exerce um papel central, já que á capaz de marcar 

proteínas e macromoléculas destinadas à degradação, o que é essencial para 

o controle de processos biológicos responsáveis pela manutenção da vida das 

células. Contudo, ajustes finos nesse processo são de extrema importância 

para que a célula desempenhe, de maneira controlada, essa função (101).  

A ubiquitina é uma proteína globular de 76 aminoácidos envolvida em 

diversos processos celulares como progressão do ciclo celular, biogênese de 

organelas, apoptose, reparo de DNA, dentre outros. Um crescente número de 

estudos tem sido conduzido na tentativa de se entender, eventos mediados 

pela ubiquitinação. Até o presente momento é sabido que, uma série de 
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reações catalizadas por enzimas específicas adicionam ubiquitina em uma 

cadeia polipeptídica, a qual atua como um sinal de endereçamento da mesma 

para complexos proteassomais na célula, culminando em sua degradação ou 

reciclagem. Contudo, já se sabe que é necessária uma cadeia de quatro ou 

mais ubiquitinas (poliubiquitinação) para direcionar as proteínas para a 

degradação.  

O processo de ubiquitinação ocorre em várias etapas, as quais são 

dependentes uma da outra. Inicialmente a enzima E1 (ubiquitin-activating 

enzyme) faz uma ligação tiol-éster com a glicina da porção carboxi-terminal da 

ubiquitina. Em seguida, a enzima E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) dissocia a 

ligação da ubiquitina com a enzima E1, assumindo sua posição através de uma 

reação de transtiolação. Por fim, a enzima E3 (ubiquitin-protein ligase) cataliza 

a transferência da ubiquitina ligada a E2 para um resíduo de lisina do substrato 

proteico a ser marcado para degradação, conforme esquema da figura 20 

(102,103). 

 

Figura 20 - Esquema ilustrativo do processo de Poliubiquitinação: Uma reação em cadeia catalizada por três 
diferentes enzimas (E1, E2 e E3) culmina na adição de moléculas de ubiquitina em cadeias polipeptídicas destinadas 
a degradação nos complexos proteassomais.  

 

Existem duas grandes famílias de enzimas E3 ligases: (a) as que 

apresentam em sua estrutura um domínio HECT, responsável por catalizar 

uma ligação intermediária da ubiquitina primeiramente com a enzima E3 ligase 

e posteriormente com o substrato proteico e (b) as enzimas E3 ligases de 

domínio RING-finger (Really Interesting New Gene) finger, que transferem 

diretamente a ubiquitina da enzima E2 para o substrato polipeptídico.  Esse 

último domínio foi descoberto bem antes de se conhecer sua participação nos 

processos de ubiquitinação. Estudos de estrutura cristalográfica dessas 
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proteínas revelaram a organização de oito resíduos de aminoácidos ligados a 

dois íons zinco de maneira intervalada (104). 

Dentro da família das E3 ligases que possuem em sua estrutura o 

domínio RING-finger, existe uma subclasse especial de enzimas que 

concentram sua localização próxima à membrana plasmática, as chamadas 

MARCH (Membrane Associated RING-CH). Essas proteínas compõem uma 

grande família composta de nove membros (I – IX), os quais apresentam 

variações no posicionamento do domínio RING finger na porção N ou Carboxi-

terminal, na quantidade de domínios transmembrânicos bem como de seus 

substratos. 

Os dados de sequenciamento da lista de genes diferencialmente 

expressos que resultaram da comparação entre os grupos Hipo vs T3 

evidenciaram que o hormônio tireoidiano regula a expressão do gene que 

codifica a 9-March, um tipo específico de enzima E3-ligase pertencente à 

família das MARCH, como comentado anteriormente. Nas células PCCl3 

mantidas em meio hipo e então tratadas com T3 na concentração 10-7M por 

24h há uma diminuição consideravel (downregulation) na expressão do gene 9-

March (LogFoldChange = -0,742673418; p= 6,92E-05). Já quando se 

comparou a lista Controle vs Hipo, os dados de sequenciamento mostraram 

um aumento expressivo na expressão do gene 9-March no grupo Hipo 

(LogFoldChange = 1,582301725; p= 0,001830843). Os ensaios de RT-qPCR 

validaram ambas as respostas observadas, corroborando assim os dados de 

sequenciamento, conforme apresentado na figura 21A. Já quando as células 

são tratadas com 10-7M de T3 por 1h já é possível observar uma diminuição na 

expressão do gene (figura 21B). Contudo, quando as células são tratadas com 

uma concentração de 10-9M de T3 a resposta é contrária à observada na 

concentração de 10-7M, ocorrendo um aumento na expressão de 9-March 

quando comparado com o grupo hipo (figura 21C). 
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Figura 21 - Validação 9-March por RT-qPCR: Análise da expressão do gene 9-March em células PCCl3 mantidas em 
meio Hipo e então, submetidas ao tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 24h. (B) mostra o mesmo estudo 

com adição de um grupo com 1h de tratamento com T3 (10
-7

M, por 24h); (C) Expressão de 9-March em células 
PCCl3 tratadas com T3 10

-9
M por 1h e 24h. Os valores representam a média ± EPM da expressão do gene 9-March, 

normalizada por Rpl-19, expressos em relação à média dos valores do grupo Hipo. (*) indica diferença estatística 
(p<0,05) em relação ao grupo Hipo; (ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s) n=20. 

 

Em seguida, avaliamos o conteúdo proteico de 9-MARCH em células 

PCCl3 mantidas em meio hipo e tratadas com excesso de T3. Por se tratar de 

uma proteína expressa na membrana plasmática, as amostras foram 

submetidas a um fracionamento, com o intuito de enriquecê-las em proteínas 

de membrana plasmática. Para tal, após o fim do tratamento as células foram 

lisadas em tampão específico, como descrito no Material e Métodos item 2.8.  

Observa-se uma tendência ao aumento da expressão do gene 9-March 

ao longo tempo do tratamento com T3. Assim, com 72h de tratamento com T3 

se observa uma expressão máxima quando comparado ao tratamento com 24 

e 48 h, apesar de não ser estatisticamente significante (figura 22). 
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Figura 22 - Expressão da proteína 9-MARCH por western blot: Conteúdo de 9-MARCH em células PCCl3 mantidas em 
meio Hipo e, então, submetidas a tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 72, 48 e 24h. Os valores são 

apresentados como média ± EPM do conteúdo da fração de membrana de 9-MARCH normalizados por 
Na/K/ATPase. (*) indica diferença estatística em relação ao grupo Hipo por ANOVA one-way, seguido de pós-teste 
de Tukey’s para p<0,05, (#)indica diferença estatística em relação ao grupo controle por ANOVA one-way, seguido 
de pós-teste de Tukey’s para p<0,05, ($)indica diferença estatística em relação ao grupo 72h por ANOVA one-way, 
seguido de pós-teste de Tukey’s para p<0,05 (%)indica diferença estatística em relação ao grupo 48h por ANOVA 
one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s para p<0,05, n=3. 

 

Como descrito anteriormente, o gene 9-March codifica uma enzima E3 

ligase, responsável por adicionar ubiquitina em cadeias polipeptídicas 

destinadas à degradação. Diante do perfil de expressão proteica de 9-MARCH, 

optamos por avaliar através de um ensaio funcional, se de fato, haveria uma 

diferença no perfil de poli-ubiquitinação de proteínas de membrana, frente ao 

tratamento com T3. Para tanto, após o fim do tratamento as células foram 

lisadas em tampão específico para posteriormente serem fracionadas e 

enriquecidas em proteínas de membrana plasmática, conforme Material e 

Métodos item 2.8. Obtivemos então duas frações de proteínas: (i) uma fração 

total e (ii) uma fração enriquecida em proteínas de membrana plasmática. A 

fração de proteínas de membrana foi separada por eletroforese e então 

incubada com anticorpo anti-poliubiquitina. A resposta de poli-ubiquitinação no 

ensaio funcional evidencia uma grande semelhança com o perfil de expressão 

de 9-MARCH, apresentado acima, já que ocorreu um aumento de proteínas 

poliubiquitinadas após 72h de tratamento com T3, quando comparado com 24 

e 48 h de tratamento (ainda que não diferente estatisticamente), como 

observado na figura 23. 
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Figura 23 - Ensaio de Poliubiquitinação:Células PCCl3 mantidas em meio hipo e tratadas com T3 (10
-7

M) por 72h, 
48h e 24h. Após o fim do tratamento células foram lisadas e fracionadas no intuito de enriquecer em proteínas de 
membrana plasmática. Os valores são apresentados como média ± EPM do conteúdo da fração de membrana de 
normalizados por Na/K/ATPase. (*) indica diferença estatística em relação ao grupo Controle; por ANOVA one-way, 
seguido de pós-teste de Tukey’s para p<0,05, n=3. 

  

Posteriormente à validação in vitro do gene 9-March, avaliamos a 

expressão do mesmo no modelo in vivo. Animais foram induzidos à condição 

de hipotireoidismo com PTU (10 e 20 µg/100g de PC por 30 dias) e ao 

hipertireoidismo com T3 (1,5 e 3,0 µg/100g PC, ip, por 28 dias), sendo a 

glândula tireoide removida para ensaios de RT-qPCR e western blot (Material e 

Métodos item 2.9- procedimento 1). Os ensaios de expressão gênica no 

modelo in vivo indicam que existe um aumento na expressão de 9-March no 

grupo hipo (PTU 10), quando comparado com o grupo controle. Já quando os 

animais são tratados com T3 observa-se uma redução na expressão do 

referido gene, com ambas as doses de T3, quando comparados com grupo 

hipo. A validação in vivo, evidenciou uma regulação coerente com o que foi 

observado no modelo in vitro, o que sugere fortemente, um importante papel do 

hormônio tireoidiano (T3) na expressão deste gene (Figura 24). 
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Figura 24 - Análise da expressão do 9-March (estudo in vivo):Ratos Wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 
10 e 20µg/100g PC de PTU, ip, por 30 dias e ao hipertireoidismo com T3 – 1,5 e 3,0 µg/100g de PC ip, por 28 dias. Os 
valores representam a média ± EPM da expressão de 9-March normalizados pelo gene Rpl-19, (*) indica diferença 
estatística (p<0,05) em relação ao grupo hipo (PTU 10) e (#) indica diferença (p<0,05) em relação ao grupo controle 
(ANOVA-one-way seguido de Tukey; n=15). 

 

Posteriormente, avaliamos se, em animais previamente hipotireoideos 

(PTU:10 µg/100g PC, ip, 30 dias), o hormônio tireoidiano (T3: 1,5 µg/100g PC, 

ip, 28 dias; Material e Métodos item 2.9- procedimento 2) seria capaz de 

reverter a resposta observada no grupo hipo. Esses dados estão apresentados 

na figura 25, que mostra que não houve variação na expressão de 9-March 

nessas condições. 

 

Figura 25 - Expressão gênica e proteica de 9-March em ratos submetidos previamente ao hipotireoidismo e tratados 
com T3:Ratos wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 10µg/100g PC de PTU por 30 dias, sendo parte deles 
tratada com T3 (1,5µg/100g PC, ip) por 28 dias. Os valores são a média ± EPM da expressão de 9-March 
normalizadas pela expressão do gene Rpl-19.  

5.3.4 Gene Pfdn1 

 

Muitas das funções biológicas exercidas pelas proteínas dependem de 

um eficiente processamento pós-traducional como glicosilações e dobramentos 

que contribuem para a geração de uma proteína madura e biologicamente 

ativa.  
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As chaperonas são um grupo de proteínas que participam no 

dobramento de outras proteínas, recém-sintetizadas, em sua estrutura 

secundária e/ou terciária, numa reação dependente de ATP. São formadas 

estruturalmente por dois anéis proteicos posicionados de maneira a formar um 

cilindro por onde o peptídeo recém-sintetizado passa para ser dobrado. 

Existem dois diferentes tipos de chaperonas: (a) as do grupo 1, que são 

encontradas na mitocôndria e cloroplastos de eucariotos e eubactérias, as 

quais apresentam 14 monômeros formando dois anéis heptaméricos, sendo 

que cada monômero apresenta 3 domínios: o equatorial, onde se encontra o 

sítio de ligação ao ATP apical, que possui resíduos responsáveis pela interação 

com o peptídeo a ser dobrado, e o domínio intermediário que conecta os dois 

anteriores e (b) as do grupo 2, que são encontradas em archeobactérias e no 

citoplasma de células eucariotas estas formam anéis octaméricos ou 

nonaméricos e podem ser compostas de 1 a 3 diferentes proteínas (105, 106, 

107, 108, 109, 110, 111, 112,113, 114, 115).  

As prefoldinas são codificadas pelo gene Pfdn1 e pertencentes ao grupo 

2. São proteínas ligadas ao citoesqueleto de actina, as quais exercem um 

importante papel em seu próprio processo de dobramento, bem como no de 

outros peptídeos recém-sintetizados, uma vez que fornece substratos para 

chaperonas localizadas no citoplasma da célula, facilitando o processo de 

dobramento das proteínas pelo aumento do ATP disponível para hidrólise. O 

complexo das prefoldinas é um hexamero no formato de uma água-viva, 

rodeado por 6 longos tentáculos formados por hastes espirais que partem de 

cada aresta do hexamero. As prefoldinas de eucariotos apresentam duas 

subunidades α (PFDN3 e PFDN5) e quatro subunidades β (PFDN1, PFDN2, 

PFDN4 e PFDN6). Muitas das subunidades de prefoldinas foram identificadas 

como fatores de transcrição ou mesmo como componentes de complexos com 

outras proteínas não-chaperonas (116, 117, 118, 119, 120, 121, 122,123).  

A PFDN1 (PFDN subunidade 1) é uma proteína de 122 aminoácidos que 

se liga especificamente com proteínas alvo no citosol entregando-as ao CCT 

(Chaperonin-containing t-complex polypeptide 1), o qual é responsável, pela 

estabilização das interações intra e intermoleculares que resultam na estrutura 

terciária das proteínas. Estudos mostram que camundongos knockout para 

PFDN1 apresentam disfunções de proteínas do citoesqueleto que resultam em 
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prejuízos de crescimento neuronal, defeitos neuromusculares e 

desenvolvimento incompleto de linfócitos (124). Uma vez que o gene Pfdn1 

apareceu na lista de genes diferencialmente expressos que foram estimulados 

(upregulated) pelo tratamento com T3 (LogFoldChange = 0.748866721; p= 

9.20E-05), prosseguimos então com o processo de validação dos efeitos do HT 

na expressão gênica e proteica do PFDN1. 

Assim, obsevamos que as células PCCl3 mantidas em meio hipo e então 

tratadas com T3 (10-7M, ip, 24h) apresentaram aumento do conteúdo de mRNA 

da Pfdn1 validando o que foi observado no RNAseq. Esses dados estão 

apresentados na figura 26A. Vimos também que, o excesso de T3 (10-7M), 

mesmo em tempos curtos (1h), já é capaz de elevar a expressão de Pfdn1 

(figura 26B). Também com doses menores de T3 (10-9M) se observa um 

aumento na expressão de Pfdn1 quando comparados ao grupo hipo, após 24h 

(figura 26C).  

 

Figura 26 - Validação Pfdn1 por RT-qPCR: Análise da expressão do gene Pfdn1 em células PCCl3 mantidas em meio 
Hipo e então, submetidas ao tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 24h. (B) mostra o mesmo estudo com 

adição de um grupo com 1h de tratamento com T3 (10
-7

M, por 24h); (C) Expressão de Pfdn1 em células PCCl3 
tratadas com T3 10

-9
M por 1h e 24h. Os valores representam a média ± EPM da expressão do gene Pfdn1, 

normalizada por Rpl-19, expressos em relação à média dos valores do grupo Hipo. (*) indica diferença estatística 
(p<0,05) em relação ao grupo Hipo; (**)indica diferença estatística (p<0,001) em relação ao grupo hipo (***)indica 
diferença estatística (p<0,0001) em relação ao grupo hipo (ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s) n=20. 
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Avaliamos, a seguir, o conteúdo proteico de PFDN1 em células PCCl3 

mantidas em meio Hipo e então tratadas com 10-7M de T3 por 24, 48 e 72h. 

Após 24h de tratamento não se observa um aumento no conteúdo proteico de 

PFDN1, como observado nos dados de mRNA apresentados na figura 29. Em 

tempos maiores de exposição ao T3 (48 e 72h) ocorreu ainda uma diminuição 

estatisticamente significativa na expressão de PFDN1, dado que também não 

segue o padrão da expressão do gene (figura 27).   

 

 

Figura 27 - Expressão da proteína PFDN1 por western blot: Conteúdo de PFDN1 em células PCCl3 mantidas em meio 
Hipo e, então, submetidas a tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 24, 48 e 72h. Os valores são 

apresentados como média ± EPM do conteúdo total de PFDN1 normalizados por Ponceau (anexo 6). (#) indica 
diferença estatística em relação ao grupo controle por ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s para 
p<0,05 (n=15). 

 

Em seguida, avaliamos a expressão do mesmo gene no modelo in vivo, 

no qual ratos foram induzidos à condição de hipotireoidismo (PTU:10 e 20 

µg/100g PC, ip) e hipertireoidismo (T3:1,5 e 3,0 µg/100g PC, ip). (Material e 

Métodos item 2.9- procedimento 1). Não observamos quaisquer alterações de 

expressão gênica de Pfdn1 nas condições experimentais estudadas (Figura 

28). 
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Figura 28 - Análise da expressão do Pfdn1 (estudo in vivo): Ratos Wistar foram induzidos ao hipotireoidismo com 10 
e 20µg/100g PC de PTU, ip, por 30 dias e ao hipertireoidismo com T3 – 1,5 e 3,0 µg/100g de PC ip, por 28 dias. Os 
valores representam a média ± EPM da expressão de Pfdn1 normalizados pelo gene Rpl-19. 

5.3.5 Gene Fam103a1 

 

Um dos importantes mecanismos que permitem a regulação da 

expressão gênica em eucariotos é a geração de um mRNA maduro e 

efetivamente pronto para ser traduzido. Após a transcrição gênica, o RNA 

gerado passa por uma série de processamentos pós-transcricionais como 

splicing, adição de cauda Poli-A e outros, que permitem que o processo de 

tradução ocorra de maneira eficiente.  

Nesse sentido, os mRNAs dos eucariotos são dotados, na sua porção 5’, 

de uma estrutura de extrema importância no processo de tradução, que é a 7-

metil-guanosina (CAP). O ancoramento das subunidades ribossomais e a 

ligação dos fatores de tradução ocorrem inicialmente pelo reconhecimento 

dessa estrutura. A 7-metil-guanosina é adicionada ao primeiro nucleotídeo 

transcrito, numa reação que ocorre em três etapas: inicialmente, uma molécula 

de trifosfato é adicionada em um grupo hidroxila na porção 5’  do primeiro 

nucleotídeo transcrito do RNA pela enzima 5’-trifosfatase, posteriormente a 

enzima guanililtransferase catalisa a adição de GMP ao grupamento trifosfato 

adicionado anteriormente, por fim a RNMT (guanina-7-metiltransferase) catalisa 

a metilação da guanosina do GMP na posição N-7 produzindo por fim, a 7-

metil-guanosina CAP (125, 126, 127, 128, 129). 

Com o avanço dos estudos, viu-se que a adição de CAP influencia uma 

série de etapas da expressão gênica. O alongamento e conclusão do processo 
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de transcrição são auxiliados pelo CAP uma vez que é inserido no início do 

processo de transcrição. Estudos mostram que RNAs mensageiros sem CAP 

não sofrem processo de splicing e tampouco são traduzidos. O início da 

tradução depende da ligação do complexo eIF4F (eukaryotic initiation factor 4F) 

na 7-metil-guanosina CAP, portanto a inexistência de CAP na porção 5’ do 

RNA mensageiro compromete todo o processo de tradução (130, 131, 132, 

133, 134, 135). Ainda, o CAP protege o mRNA contra a ação de 

exoribonucleases, conferindo maior estabilidade ao transcrito.   

Em 2011, Gonatopoulos-Pournatzis e colaboradores identificaram por 

espectrometria de massa uma proteína imprescindível para adição de CAP ao 

RNA nascente, mas que também participa da manutenção dos níveis de RNA, 

do processo de tradução e viabilidade celular, a Fam103a1 ou também 

chamada de RAM (RNMT-Activating Mini-protein). Essa proteína forma um 

complexo juntamente com a enzima RNMT que, como mencionado 

anteriormente, é responsável por metilar a guanosina na última etapa de 

reações responsáveis pela inserção do CAP. Estudos mostraram ainda que 

sem a interação entre RAM e RNMT, não ocorre eficiente ativação da enzima e 

nem o processo de metilação (136).  

Os dados obtidos em sequenciamento de nova geração das células 

tratadas com 10-7M de T3 por 24h indicaram uma regulação positiva do gene 

Fam103a1 (LogFoldChange= 0.962738393; p= 1.26E-05) por este hormônio. 

Os ensaios de PCR tempo real validaram os dados do RNAseq (figura 29A). 

Quando se avaliou tempos menores de tratamento, bem como concentrações 

menores (10-9M), não se obsevou nenhuma alteração na expressão de 

Fam103a1 (figura 29 B e C).    
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Figura 29 - Validação Fam103a1 por RT-qPCR: Análise da expressão do gene Fam103a1 em células PCCl3 mantidas 
em meio Hipo e então, submetidas ao tratamento com T3 na concentração 10

-7
M por 24h. (B) mostra o mesmo 

estudo com adição de um grupo com 1h de tratamento com T3 (10
-7

M, por 24h); (C) Expressão de Fm103a1 em 
células PCCl3 tratadas com T3 10

-9
M por 1h e 24h. Os valores representam a média ± EPM da expressão do gene 

Fam103a1, normalizada por Rpl-19, expressos em relação à média dos valores do grupo Hipo. (*) indica diferença 
estatística (p<0,05) em relação ao grupo Hipo (ANOVA one-way, seguido de pós-teste de Tukey’s) n=20. 
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6 DISCUSSÃO  

Nossos dados gerados pelo RNAseq revelam de maneira clara a 

existência de uma ação autócrina exercida pelo T3 sobre o controle da 

expressão de uma série de genes envolvidos em diversos processos 

fisiológicos como metabolismo mitocondrial, transporte de hormônios 

tireoidianos, processamento de transcritos (ação pós-transcricional) e proteínas 

(ação pós-traducional), entre outros. Dentre esse grupo de genes elencados na 

lista de genes diferencialmente expressos, selecionamos 5 para validação: 

Slc16a2, Snrpd1, 9-March, Pfdn1 e Fam103a1. Enquanto o primeiro gene 

codifica o MCT 8, que permite o fluxo de HT através da membrana plasmática, 

os outros 4 genes estão relacionados ao controle pós-transcricional e pós-

traducional da expressão gênica.  A evidência que os hormônios tireoidianos 

(T3) participam do controle da expressão destes últimos 4 genes na glândula 

tireoide, levanta ainda questões acerca da possibilidade de que essa regulação 

também seja exercida em outros tecidos, uma vez que alterações pós-

transcricionais e pós-traducionais ocorrem durante o processo de expressão de 

todos os genes, em quase todos os tecidos.   

A primeira grande evidência da existência dessa ação autócrina do T3 

pode ser observada na regulação da expressão de seu transportador, o MCT 8. 

A literatura apresenta uma série de trabalhos que objetivam estudar a 

regulação do transportador de hormônios tireoidianos nos mais diversos 

tecidos e os impactos dessa regulação na homeostase dos organismos, já que 

a maioria das ações dos hormônios tireoidianos depende de seu influxo na 

célula alvo. Contudo, pela primeira vez, mostramos, a nível molecular, que o 

hormônio tireoidiano (T3) é capaz de regular negativamente a expressão de 

seu transportador na própria glândula tireoide, tanto no modelo in vitro (células 

PCCl3) quanto no modelo in vivo (ratos wistar). Pode-se hipotetizar que um 

primeiro controle da taxa de secreção de T3 e T4 seja exercido na própria 

tireoide pelos HT, de modo a reduzir o efluxo de HT quando sua produção está 

incrementada e aumentá-lo quando o oposto ocorre. Assim, é possível que a 

importante ação do TSH sobre a hidrólise da tireoglobulina e consequente 

liberação de HT para o citosol tenha uma contribuição importante do próprio 

hormônio tireoidiano exercendo um ajuste fino sobre a secreção tireoidiana.   
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Estudos com o objetivo de avaliar a expressão de MCT 8 evidenciam 

que esses transportadores são expressos em quase todos os tecidos nos quais 

a ação dos hormônios tireoidianos já havia sido previamente mostrada. 

Adicionalmente, foi demonstrado que o MCT 8 é altamente expresso na 

glândula tireoide de camundongos, humanos e ratos e que nesse tecido, sua 

função está relacionada com a secreção de hormônios tireoidianos da glândula 

(137, 138). Foi observado ainda que na glândula tireoide de camundongos 

Knockout para MCT 8, são detectadas altas concentrações de T4 e T3 quando 

comparadas com os animais selvagens, indicando que a ausência do 

transportador nessas células acarreta prejuízos na liberação de hormônio para 

a circulação (137, 139, 140). 

Alguns estudos tem se dedicado a entender quais componentes da 

própria glândula tireoide poderiam modular a expressão de MCT8, sendo o 

conteúdo intracelular de iodo um dos alvos desses estudos. Nesse sentido um 

importante trabalho mostrou que camundongos expostos a uma dieta com 

baixas concentrações de iodo (20-40 µg/kg) de maneira crônica (3-6 meses) 

apresentam aumento compensatório na expressão de MCT8 (mRNA e 

proteína). Tais estudos apontaram o iodo como um possível regulador da 

expressão do MCT8. Contudo, esses animais apresentam ainda baixos níveis 

de T4 e T3 circulantes e elevação de TSH, consistentes com um quadro 

clássico de hipotireoidismo, o que, pelos resultados que obtivemos no presente 

trabalho, levanta a possibilidade de que esse aumento na expressão do 

transportador possa se dever a queda do conteúdo intracelular de HT e não 

propriamente da redução do conteúdo intratireoidiano se iodo, já que com a 

diminuição do aporte de iodo para a tireoide, a produção de hormônios 

tireoidianos (T3 e T4) ficaria prejuducada e, por conseguinte, o aumento na 

expressão do transportador representaria um mecanismo fisiológico para 

manter uma eficiente liberação de HT para os tecidos (141). 

Por outro lado, sabe-se que o excesso de T3 ativa a desiodase do tipo 1, 

condição que propicia aumento intracelular de iodo livre, o que, segundo os 

estudos que acabaram de ser descritos, poderia reduzir a expressão de MCT 8. 

Nos nossos estudos, quando as células PCCl3 foram incubadas com T3, houve 

redução do conteúdo de MCT 8, e essa redução poderia ser atribuída ao 

excesso de iodo livre gerado da desiodação. Contudo, quando incubamos as 
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células previamente com PTU, droga que também inibe a atividade da D1 na 

tireoide, condição que provoca redução do teor de iodo livre intracelular, e 

adicionamos T3, este hormônio foi capaz de reduzir a expressão gênica e 

proteica de MCT8. Esse dado fortalece nossa hipótese de um papel central do 

HT e não do iodo na regulação da expressão gênica e proteica de MCT 8.   

A literatura tem reportado ainda, uma série de estudos em que se 

observa que altas concentrações de T3 geram uma resposta inibitória sobre um 

tecido, quando comparado com doses mais baixas ou mesmo fisiológicas, o 

que poderia ser justificado por uma regulação negativa da expressão do MCT 8 

pelo próprio HT, caso esse efeito que demonstramos na tireoide possa ser 

também observado em outros tecidos. Nesse sentido, um estudo conduzido em 

linhagem de células eritropoiéticas (Human erythroleukemia K562), em que se 

avaliou o efeito de diferentes concentrações de T3 (0,1 – 100 nM) no processo 

de eritropoiese, demonstrou que concentrações mais baixas de T3 (0,1-10 nM) 

levaram a um aumento do conteúdo de hemoglobina, da expressão de CD71 e 

de α-globina, parâmetros que indicam um aumento da eritropoiese. Por outro 

lado, concentrações mais altas de T3 (100 nM) aboliram as respostas 

observadas com doses menores, sugerindo que altas concentrações de T3 

sejam capazes de atenuar o efeito estimulatório clássico do processo de 

eritropoiese exercido por concentrações mais baixas (142). 

Um estudo do nosso grupo avaliou se o tratamento com hormônio 

tireoidiano (T3) poderia melhorar a glicemia e a sensibilidade à insulina em 

ratos diabéticos, os quais apresentaram hipofunção tireoidiana bem como um 

aumento de citocinas inflamatórias. Contudo, após o tratamento com T3, foi 

observado uma melhora significativa da homeostase glicêmica associado com 

aumento de sensibilidade a insulina além de uma diminuição do estado 

inflamatório anteriormente instalado nos animais diabéticos. A dose de T3 

ofertada aos animais é considerada supra-fisiológica e poderia acarretar em 

prejuízos na função cardíaca dos animais, já que esse órgão é um importante 

alvo do T3. Contudo, ao se avaliar diversos parâmetros cardíacos (batimento 

cardíaco, pressão sanguínea, contratibilidade,...), não foi possível observar 

alteração significativa na função cardíaca desses animais (143). É possível que 

a ausência de prejuízo na função cardíaca possa se dever a uma diminuição da 

expressão de MCT8 nesse tecido, frente ao tratamento com T3 
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suprafisiológico, de maneira semelhante ao observado no tecido tireoidiano, 

limitando assim a entrada de T3 nesse tecido, o que novamente representaria 

um mecanismo de proteção contra altas concentrações séricas de T3, o que 

deverá ser investigado. 

Uma das grandes preocupações quanto à utilização do T3 como uma 

ferramenta terapeutica no tratamento de desordens metabólicas/endócrinas, 

como obesidade e diabetes, se baseia em potenciais prejuízos aos quais os 

organismos estariam susceptíveis quando tratados com T3. Contudo, se os 

demais tecidos, ou ao menos os principais órgãos alvo do T3 exibirem esse 

mecanismo que demonstramos na tireoide, eles estariam, até certo ponto, mais 

protegidos contra altas doses de T3, já que apresentariam redução na 

expressão do seu transportador, o MCT8, o que limitaria a entrada do hormônio 

nos tecidos, evitando assim prejuízos.  

Nossos dados ilustram um cenário semelhante e coerente com os dados 

mostrados nos trabalhos acima citados. Na condição de hipotireodismo, um 

aumento na expressão de mRNA e proteína do transportador MCT8 poderia 

permitir maior liberação de T3 e T4 da glândula, o que poderia, pelo menos por 

certo espaço de tempo, garantir que suas concentrações séricas se 

mantenham dentro dos limites homeostásicos. Já quando as células estão 

submetidas a um meio com altas concentrações de hormônio tireoidiano, 

observa-se uma redução da expressão de MCT8, e, portanto da sua secreção 

para a corrente sanguínea. A ausência de variação na expressão do 

transportador frente a concentrações consideradas fisiológicas (10-9M) de T3, 

novamente é coerente com um quadro de funcionamento homeostático da 

glândula. 

Em resumo, muitos trabalhos evidenciam ações exercidas pelos 

hormônios tireoidanos em sua dose fisiológica, contudo, quando o hormônio é 

ofertado em doses supra-fisiológicas, as repostas anteriormente observadas 

em doses mais baixas são abolidas ou atenuadas. Os mecanismos 

moleculares por detrás desse evento ainda permanecem desconhecidos, 

contudo, baseados nos nossos dados de expressão do MCT 8 na tireoide 

apresentados neste trabalho não se descarta a possibilidade de que esse 

padrão de inibição ou atenuação de respostas observado em altas 

concentrações de T3 ocorra devido à regulação negativa que o hormônio 
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exerce na expressão do seu transportador a um menor transporte de T3 para o 

interior da célula-alvo e, em decorrência disso, uma interrupção da resposta 

observada anteriormente. Contudo, outros tecidos alvo do HT devem ser 

investigados para que essa possibilidade seja ou não comprovada. 

Outro gene apresentado na lista de genes diferencialmente expressos e 

validado pelos ensaios de PCR em tempo real foi o Snrpd1. Esse gene codifica 

uma ribonucleoproteína responsável pela montagem do spliceossomo, um 

complexo de proteínas que guiam os eventos de splicing do pré-mRNA. 

Nossos dados mostraram que o hormônio tireoidiano (T3), em doses supra-

fisiológicas, estimula a expressão tanto do mRNA quanto da proteína SNRPD1, 

em ambos os modelos (in vitro e in vivo).  

O processo de splicing é um evento intracelular complexo que ocorre 

como resultado de uma série de reações nas quais, a ocorrência de um 

próximo evento, depende obrigatoriamente da ocorrência de um evento 

anterior. Esse conjunto de reações que culminarão na entrega de um mRNA 

maduro e pronto pra ser traduzido no citoplasma é coordenado por um conjunto 

de ribonucleoproteínas que se organizam em complexos formando o chamado 

spliceossomo (144, 145, 146, 147, 148).  

As ribonucleoproteínas U1, U2, U4/U6 e U5 são os principais complexos 

responsáveis pela remoção dos íntrons no pré-mRNA. Cada complexo é 

formado por um pequeno RNA nuclear (ou 2 no caso do U4/U6) e um número 

variável de proteínas, as quais são constantemente adicionadas e removidas 

do complexo ao longo do curso das reações de splicing. A porção proteica dos 

complexos do spliceossomo é formada pelas proteínas Sm, genericamente 

identificadas como A, B/B’, D1, D2, D3, E, F, and G. A montagem do 

spliceossomo começa com a interação entre o snRNA (small nuclear RNA) 

componente do complexo U1 com a porção 5’ do sítio de splicing (5’SS) do 

íntron no pré-mRNA. Essa interação entre duas moléculas de RNA é 

quimicamente pouco estável e fraca sendo necessário portanto, a participação 

de proteínas para manter a ligação estável até que a reação catalítica ocorra, 

quando então se dissociam do complexo. Ao longo do transcorrer do 

processamento do mRNA, diferentes partículas de snRNA, bem como 

diferentes conjuntos de proteínas Sm interagem entre si e com a molécula de 
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pré-mRNA em processamento, formando os diferentes complexos (149, 150, 

151, 152, 153, 154). 

Alguns trabalhos recentes tem tentado elucidar, de maneira mais clara, a 

interação RNA-proteína na formação das ribonucleoproteínas. A purificação 

das snRNP (Small Nuclear Ribonucloproteins) por HPLC em coluna de fase 

reversa detectou duas proteínas com peso molecular muito semelhante às da 

proteína D. Eletroforese em gel de poliacrilamida permitiu a separação de três 

proteínas Sm distintas: D1, D2 e D3. Estudos posteriores a essa identificação e 

caracterização química mostraram que os quatro principais complexos de 

ribonucleoproteínas que participam do spliceossomo (U1, U2, U4/U6 e U5) 

apresentam no conjunto de proteínas que os formam, a proteína D1. Por tanto, 

em todas as fases do processo de splicing é imprescindível a presença da 

proteína D1, para que os complexos de ribonucleoproteínas sejam montados 

de forma eficiente e por consequência resultem em um correto processamento 

do pré-mRNA (155, 156). 

Trabalhos de Sun e colaboradores revelaram uma multifamília de genes 

Snrpd1 composta por pelo menos três membros: SNRPD1P1, SNRPD1P2 e 

SNRPD1. Os dois primeiros membros não possuem íntrons e apresentam 

mutações na região codificante do gene, sugerindo que possam, 

eventualmente, ser pseudogenes (157). A análise de sequenciamento do 

membro SNRPD1P2 mostra ausência dos primeiros 30 códons da sequencia 

codificante e uma deleção de base que acarreta alterações em sua leitura. A 

localização da região 5’-terminal está posicionada entre o segundo íntron e o 

terceiro éxon no SNPRD1. Já o SNRPD1P1 é capaz de codificar um 

polipeptídeo com o mesmo tamanho de cDNA do SNRPD1. Este é um 

importante indicativo de que esta isoforma possa ser o gene funcional. 

Na última década, tem-se intensificado a diversidade de trabalhos 

devotados ao estudo dos mecanismos envolvidos na montagem do 

spliceossomo e nas implicações decorrentes de uma ineficiência nesse 

processo, para os tecidos e para o organismo. Um desses estudos avaliou a 

expressão de proteínas SNRPA1, SNRPD1 e PNN em células-tronco 

embrionárias e células-tronco induzidas (iPS) e evidenciou um aumento 

significativo na expressão dessas proteínas, quando comparados com células 

não-pluripotentes. Este estudo mostrou ainda que o aumento na expressão 
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dessas proteínas ocorre nos primeiros estágios de reprogramação das células 

pluripotentes e ainda que a presença dessas proteínas estaria associada com 

uma alta atividade transcricional nessas células. A redução na expressão 

dessas proteínas (Knockdown) levou a uma consequente perda da capacidade 

de pluripotência dessas células (158).  

Os resultados que obtivemos em nosso modelo mostrou que o excesso 

de T3 aumenta consideravelmente a expressão de Snrpd1. Uma das ações 

mais clássicas dos hormônios tireoidianos é o aumento da taxa metabólica 

basal, estimulando a síntese e catabolismo de proteínas, carbohidratos e 

lipídios (ciclos fúteis) bem como na regulação de processos de termogênse e 

consumo metabólico. Se adotarmos uma visão a nível molecular, um aumento 

da taxa metabólica basal é acompanhada por um aumento nas taxas de 

transcrição e tradução para o processo de síntese de novas proteínas e 

enzimas envolvidas no metabolismo energético. Para que a síntese dessas 

proteínas aconteça de maneira eficiente faz-se necessário um correto 

processamento de splicing do pré-mRNA. A observação de uma alta expressão 

de Snrpd1 tanto nas células PCCl3, quanto nos animais submetidos ao 

tratamento com excesso de T3, sugerem fortemente um aumento da atividade 

transcricional, como proposto no modelo das células-tronco. Esse dado poderia 

contribuir para garantir (à nível molecular) a eficiência dos mecanismos pelos 

quais os hormônios tireoidianos aumentam a taxa metabólica, bem como de 

suas ações gerais, que sempre envolvem síntese de proteínas.    

O estudo das ribonucleoproteínas pertencentes ao núcleo do 

spliceossomo também tem sugerido uma forte relação entre sua expressão e 

algumas disfunções de proliferação. Análises da expressão dessas proteínas 

em amostras de câncer de pulmão, ovário e mama revelaram uma 

superexpressão de componentes do spliceossomo nessas linhagens malignas 

e ainda que essa superexpressão estaria mais relacionada com variantes mais 

agressivas de manifestação dessas neoplasias. A depleção das proteínas 

SNRPDE e SNRPD1 através da utilização de RNAs de interferência reduziu a 

viabilidade celular levando as células a entrarem em processo de morte celular 

por autofagia. Esses achados levantaram questões a respeito de se utilizar as 

proteínas do núcleo do spliceossomo, como potenciais alvos terapêuticos na 

área de oncologia (159).  
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As estratégias para driblar os processos de morte celular, bem como a 

intensa atividade de proliferação a qual as células neoplásicas estão sujeitas, 

evidenciam uma alta taxa metabólica. Esse cenário sugere, novamente, uma 

intensa atividade transcricional, coerente com um aumento na expressão de 

SNRPD1, e com os dados que apresentamos neste trabalho. Uma questão 

interessante a se pontuar seria a de que essas ações autócrinas estimulantes 

do T3 sobre o SNRPD1 possam ser deletérias no câncer de tireoide, 

agravando esse quadro antes do diagnóstico. Essa hipótese não é desprezível, 

uma vez que alguns estudos em células de câncer de mama, o T3 estimula 

ainda mais o crescimento das mesmas, dado indicativo de que pode piorar o 

quadro de câncer, o que nos remete a pensar na possibilidade de que reduzir a 

função tireoidiana numa condição similar possa ser estratégico, ao menos por 

um período curto de tempo.   

Dando continuidade à análise da lista de genes diferencialmente 

expressos viu-se que o T3 regula negativamente a expressão do gene 9-

March, o qual é responsável pela ubiquitinação de proteínas especificamente 

localizadas na membrana plasmática e que serão posteriormente destinadas à 

degradação em complexos proteassomais. Nossos dados ilustram uma 

diminuição significativa na expressão de 9-March após 24h de tratamento com 

T3, no modelo in vitro, porém quando avaliamos o conteúdo proteico de 9-

MARCH vimos que existe um aumento da mesma quando as células são 

tratadas por 48 e 72 h. De forma semelhante aos estudos in vitro, os animais 

tratados com T3 também apresentaram diminuição na expressão do mRNA de 

9-March. O conjunto desses dados (redução na expressão do mRNA e 

aumento da proteína) sugere a possibilidade de que mecanismos pós-

transcricionais estejam sendo acionados. 

Estudos recentes tem tentado elucidar potenciais alvos de ubiquitinação 

de polipeptídeos pela 9-MARCH através de espectrometria de massa.  Foram 

identificados cerca de 13 novos alvos, dentre eles: receptores tirosina/fosfatase 

(PTPRJ/CD148), receptor Fc gamma IIB (CD32B), HLA-DQ, molécula ativadora 

de sinalização de linfócitos (CD150) e receptor de polio virus (CD155), muitos 

desses envolvidos na ativação de componentes do sistema imune. Contudo, 

ainda muito pouco se sabe a respeito de como, e se essa proteína participa da 
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regulação de outros processos fisiológicos em diferentes tecidos, em especial 

na glândula tireoide (160).    

O papel funcional exercido pela proteína 9-MARCH, classicamente 

descrito, é de proporcionar um mecanismo de poliubiquitinação de proteínas 

expressas na membrana plasmática. Ao realizarmos um ensaio de funcional de 

poliubiquitinação nas células PCCl3 tratadas com T3, observamos um perfil de 

expressão muito semelhante ao observado na expressão da proteína 9-

MARCH, ou seja, um aumento progressivo dela até 72h de tratamento, o que 

sugere que, um tratamento crônico com excesso de T3 poderia aumentar o 

processo de poli-ubiquitinação. Contudo, animais submetidos so tratamento 

crônico com excesso de T3 apresentaram uma redução na expressão de 9-

March, quando comparados com grupo controle, indicando, novamente, uma 

redução de processos de poliubiquitinação.   

Os dados apresentados mostrando redução na expressão de 9-March 

poderiam sugerir que o T3 esteja reduzindo a expressão da proteína 9-

MARCH, o que não foi observado nos estudos à nível molecular e tampouco 

funcionais, o que nos dá suporte à hipótese levantada anteriormente de que a 

redução do mRNA com concomitante aumento da proteína indique, de fato, 

que a tradução do transcrito esteja sendo estimulada, por mecanismos pós-

transcricionais. É possível que, embora em menor conteúdo, o mRNA da 9-

March possa apresentar aumento da sua cauda poli(A), que, como é sabido, 

aumenta a estabilidade do transcrito e o seu ancoramento aos RNA 

ribossomais, melhorando a taxa de tradução do mesmo. Ainda há a 

possibilidade de que o T3 esteja promovendo aumento do endereçamento de 

transcritos para o polissomo, etc, o que merece ser investigado. 

Existem ainda poucos dados na literatura a respeito dessa família de 

proteínas. Os dados apresentados neste trabalho mostram pela primeira vez, 

um hormônio controlando a expressão deste gene. A família das proteínas 

MARCH, conforme já relatado, está envolvida com o processo de ubiquitinação 

de alguns subtratos específicos, nos quais estão incluídos os receptores 

tirosina kinase, receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR), receptor do 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), receptor do fator de 

crescimento de hepatócitos (HGFR), dentre outros. Muitos desses alvos são 

ubiquitinados em múltiplos sítios acarretando em sua endocitose e posterior 
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condução a lisossomos para serem degradados. A ativação das vias de 

sinalização desses receptores está atrelada a processos de crescimento e 

proliferação e, portanto, o processo de ubiquitinação que marca esses 

receptores da membrana plasmática para degradação ou para serem 

reciclados representa um importante sistema de regulação de ativação dessas 

vias. Processos que, de alguma forma, reduzam ou eliminem por completo a 

expressão das proteínas responsáveis pelo turnover desses receptores, 

acabam por manter essas vias constitutivamente ativas, o que por sua vez está 

intimamente ligado a quadros patológicos de desequilíbrios de proliferação 

celular, como o câncer (161, 162, 163, 164).  

Apesar de não sabermos ao certo qual o papel exercido pela 9-MARCH 

na tireoide, pode-se inferir que, se esta proteína está relacionada com redução 

da expressão de receptores de histocompatibilidade (MHC-I) e outros 

componentes do sistema imune em outros organismos, e o hormônio 

tireoidiano cronicamente, aumenta a expressão de 9-MARCH, isso sugeriria um 

mecanismo de aumento na degradação desses componentes envolvidos com a 

reposta imune. 

Outro gene regulado pelo T3 foi o gene Fam103a1, reponsável pela 

adição da partícula CAP ao RNA nascente. Nossos dados mostram um 

aumento na expressão do RNA mensageiro do gene Fam103a1 no grupo 

tratado com alta concentração de T3, sugerindo que o hormônio tireoidiano 

possa participar na regulação deste processo, que é essencial para a 

estabilidade e tradução de transcritos.  

No momento ainda não foi possível avaliar o conteúdo proteico de 

FAM103A1 por conta de termos utilizado o conteúdo proteico total para os 

ensaios de Western blot. Por se tratar de uma proteína de ação nuclear, seria 

necessário enriquecer as amostras com proteínas nucleares e então avaliar 

sua expressão. 

Contudo, não é de se surpreender que o hormônio tireoidiano esteja 

relacionado com o controle do processo de adição do grupo CAP no RNA 

nascente. Como mencionado anteriormente, uma das ações clássicas deste 

hormônio é aumentar a taxa metabólica basal, o turnover proteico, processos 

que envolvem aumento da transcrição de diferentes genes. Assim, o aumento 

da taxa metabólica pode ser explicado por um aumento de reações catabólicas 
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e anabólicas, com aumento de síntese de proteínas, que por sua vez 

dependem de um RNA devidamente maduro e pronto para tradução. Por tanto, 

para que esse aumento de taxa de síntese de proteínas ocorra é necessário 

que o RNA seja devidamente metilado em sua porção 5’.  

Mais estudos se fazem necessários no sentido de se elucidar, de 

maneira clara, qual o papel exercido pelo T3 na regulação da expressão desse 

gene, bem como do papel funcional exercido por sua proteína, na tireoide. 

Contudo, considerando que esse processo de introdução do CAP no mRNA é 

essencial para a síntese de qualquer proteína, esse dado aponta para um 

papel central do T3 para a própria manutenção da massa e função tireoidiana, 

papel que deve ser realizado em conjunto com o TSH.  
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7 CONCLUSÃO  

 

Através de uma abordagem de avaliação de expressão gênica em larga 

escala (sequenciamento de nova geração), o presente trabalho ilustra, pela 

primeira vez, a nível molecular, a existência de uma ação autócrina exercida 

pelo T3 regulando a expressão de uma série de genes envolvidos em diversos 

eventos fisiológicos da glândula. Dentre os genes selecionados para a 

validação do experimento de transcriptoma verificou-se que muitos dos genes 

regulados pelo T3 estão envolvidos em eventos pós-transcricionais e pós-

traducionais, o que indica uma crucial participação do T3 no controle da sua 

massa, vascularização e função, em paralelo aos efeitos do próprio TSH. 

Apesar de muitas das validações feitas neste trabalho, terem focado apenas no 

estudo de expressão na própria tireoide, os referidos genes apresentam 

expressão ubíqua dentre os diversos tecidos, o que levanta discussões a 

respeito de uma possível influência do T3 regulando a ocorrência desses 

eventos pós-transcricionais e pós-traducionais não somente na tireoide, mas 

também, e outros tecidos, o que deve ser motivo de futuras investigações.  
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ANEXOS 
 
Anexo 1 – Ponceau MCT 8 (Controle x Hipo) 

 

Anexo 1 – MCT 8 10-7M e 10-9M (Hipo x 1h x 24h) 
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Anexo 3 – MCT 8 in vivo (C; PTU 10; PTU 20; T3 1,5 e T3 3,0) 

 

Anexo 4 – MCT 8 in vivo (C; PTU 10; PTU+T3) 
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Anexo 5 – MCT 8 Fígado (C; PTU 10; PTU 20; T3 1,5 e T3 3,0) 

 

Anexo 6 – SNRPD1 PCCl3 (C; Hipo; 72h; 48h e 24h) 

 

Anexo 7 – SNRPD1 (C; PTU 10; PTU 20; T3 1,5 e T3 3,0) 
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