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RESUMO

MODULAGAO DA CAPTACAO DE IODETO E DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES
DE ACIDO RETINOICO (RAR E RXR) PELA TIREOTROFINA E PELO ACIDO
RETINOICO EM CELULAS TIREOIDEAS NORMAIS PCCL3

Elaine Cristina Lima de Souza

Orientadora: Denise Pires de Carvalho

Co-orientador: Luiz Eurico Nasciutti

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pdés-graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo

do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas (Fisiologia).

O acido retindico (AR) tem sido usado para o tratamento rediferenciador do
carcinoma diferenciado avancado da tiredide. Pouco se sabe sobre a regulacdo dos
receptores de AR na tiredide. Na tentativa de determinar o mecanismo usado pelo AR,
tivemos como objetivo avaliar os efeitos do &cido retindico sobre a funcdo do co-
transportador sodio/iodeto (NIS) e a regulacdo da expressdo dos receptores de acido
retindico RAR (a, B e y) e RXR (a, B e y) na linhagem de células tirebideas PCCL3. As
células PCCI3 foram tratadas por 72 horas com 1uM de all-trans-AR, 1uM de 13-cis-AR
ou veiculo (0,1% etanol), na presenca ou auséncia de TSH. O AR ndo alterou a
viabilidade celular medida pelo MTT. Também ndo encontramos alteracdes provocadas
pelo AR na morfologia celular, quando analisada por microscopia de contraste de fase.
O AR diminuiu significativamente a captacdo de iodeto pelas células, assim como a
expressdo do mRNA do NIS avaliada por RT-PCR. Apesar desta diminui¢édo, a proteina
NIS continuou presente devido a sua meia-vida longa, porém o tratamento com AR
diminuiu a sua translocacdo para a membrana plasmatica. A avaliacdo da expresséo e
localizacdo celular dos receptores foi feita por imunocitoquimica. Observamos que 0s
receptores RARa, RXRa, RXR[(, RXRy estdo expressos e localizados no nudcleo das
células. O RAR localizou-se no citoplasma celular. O receptor RARy néo esta expresso

nestas células. O tratamento com AR regulou negativamente a expressao de dois



receptores de AR, o RARa e o RAR[. Na auséncia de TSH por 48h observamos
diminuicdo da captagdo de iodeto e diminuicao significativa na expressao desses
receptores. Ao repormos o0 TSH por 48h, observamos que ha retorno da captacéo de
iodeto sem o retorno da expressao dos receptores RARa e RAR[. Nesse momento, as
células que ndo expressam os RARs foram tratadas com AR e TSH. Observamos a
mesma reducdo da captacdo de iodeto observada quando o tratamento foi feito na
presenca dos receptores. Concluimos que o AR diminui a captacdo de iodeto das
células PCCL3 devido a reduzida expressdo de mRNA do NIS e por este ndo conseguir
translocar-se eficientemente para a membrana. A célula PCCL3 expressa quase todas
as isoformas dos receptores de AR, exceto o RARYy, pelo menos quando na presencga
de TSH. O TSH e o AR modulam positiva- ou negativamente os receptores RAR,
respectivamente. A reposicao do TSH restabelece a captacédo de iodeto sem que seja
necessaria a re-expressao dos receptores RAR. O tratamento com AR diminuiu a
captacédo de iodeto mesmo quando feito na auséncia dos RARsS, sugerindo que o AR
possa atuar diminuindo a captacdo de iodeto via os RXRs ou por efeitos nao

gendmicos.

Palavras-chave: Captacdo de lodeto, Acido Retinoico, Receptores RAR e RXR, Células
tiredideas PCCL3.

Rio de Janeiro
Fevereiro, 2008.



ABSTRACT

IODIDE UPTAKE AND RETINOIC ACID RECEPTORS (RAR AND RXR)
EXPRESSION MODULATION BY THYROTROPIN AND RETINOIC A CID IN THYROID
NORMAL CELL LINE PCCL3

Elaine Cristina Lima de Souza

Orientadora: Denise Pires de Carvalho

Co-orientador: Luiz Eurico Nasciutti

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas (Fisiologia), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencéo

do titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas (Fisiologia).

Retinoic acid (RA) has been used for redifferentiation in thyroid carcinoma. It is
unclear how retinoic receptors are regulated. In order to determinate the mechanisms
used by RA, to measure its effects retinoic acid effects on natrium-iodide symporter
(NIS) function and retinoic acid receptors RAR (a, B e y) and RXR (a, B e y) expression
in the normal thyroid cell line PCCL3. PCCL3 cells were treated during 72 hours with all-
trans-RA (1pM), 13-cis-RA (1uM) or vehicle (ethanol 0.1%), in the presence or absence
of TSH. Retinoic acid did not change cellular viability. We did not find any difference in
cellular morphology in microscopy RA decreased iodide uptake by cells significantly as
the mRNA expression evaluated using RT-PCR. Even thought decreased, NIS protein
still is present due its long half-life; however RA treatment decreased translocation to the
plasmatic membrane. Expression and cellular localization of the receptors was
evaluated by imuofluorescence. The RARa, RXRa, RXRB and RXRy receptors were
expressed and localized in nucleus. RARB was localized in the cellular cytoplasm. RARy
receptor isn’t expressed in these cells. RA treatment promoted downregulation of RARaQ,
RARPB and RXRYy. In the absence of TSH during 48 hours the iodide uptake decreased
and the receptors expression decreases significantly. When TSH was replaced there
was restoration in iodide uptake without restoration of RA receptors. In this moment,

cells isn't expressed RARs were treated with RA and TSH. We noted same iodide



uptake decrease observed when treatment was done in the presence of the receptors.
In conclusion, RA decrease iodide uptake in PCCL3 cells because the decrease in
MRNA expression and because it can't translocated efficiently to membrane. PCCL3
cells expressed almost all isoforms RA receptors, except RARYy, at least in the TSH
presence. TSH and RA can modulate positively and negatively RAR receptors,
respectively. TSH replaced restored iodide uptake without restored RAR receptors
expression. RA treatment decrease iodide uptake even when done in the RARs
absence, suggesting RA can act decreasing iodide uptake by RXRs receptors or by

non-genomics effects.

Key words: lodide Uptake, Retinoic Acid, RAR and RXR Receptors, Thyroid cell line
PCCLS.

Rio de Janeiro
Fevereiro, 2008
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INTRODUCAO

I. INTRODUCAO

1. Importancia da Captacéo de lodeto pela Glandula  Tiredide

A capacidade da glandula tiredide concentrar iodeto € a base da sua sintese
hormonal e possibilitou o diagnéstico e a terapia de doencas tiredideas benignas e do
cancer da tiredide com iodo radioativo. No inicio de 1896, Baumann descreveu pela
primeira vez que a glandula tiredide concentra iodo num fator de 20 a 40 vezes em
relacdo ao plasma, em condic¢des fisiologicas (Baumann apud Riesco-Eizaguirre e col.,
2006). Dada a extraordinaria importancia do iodo na tiredide, muitos pesquisadores
comecaram a ampliar o conhecimento sobre a fisiologia e as doengas da tiredide. Em
1942, pesquisadores do MIT (Massachusetts Institute of Technology), mostraram que a
sua capacidade de concentrar iodo possibilitava o diagnostico e, eventualmente, a
destruicdo das células tiredideas com iodo radioativo (Hertz, 1942 e Hertz & Roberts,
1942). Desde entdo, centenas de pacientes tém recebido radioiodo com objetivos
meédicos, melhorando significativamente o tratamento das doencas da tirebide. Em 1996
foi feita a clonagem do co-transportador sodio/iodeto, NIS, primeiro em ratos (Dai, 1996)
e logo apds em humanos (Smanik, 1996). Isto proporcionou o melhor entendimento da
fisiopatologia da tiredide e abriu um promissor campo na pesquisa do cancer, além de
abrir novas fronteiras como a busca de estratégias para reexpressar o NIS enddégeno
na tiredide e no cancer de mama, assim como tentar induzir expresséo ectépica do NIS
por transfeccdo do NIS em canceres nao-tiredideos (Dohan, 2003). Assim, no futuro, a
terapia com radioiodo poderd ser estendida aos canceres néo-tiredideos. O
conhecimento mais aprofundado do NIS e de seus reguladores é extremamente

importante para futuras aplicagdes clinicas.
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1.1) A Molécula de NIS e sua Funcéo

O co-transportador sédio/iodeto (NIS) € uma glicoproteina integral de membrana
gue medeia o transporte ativo de iodeto para dentro da célula folicular, o primeiro passo
para sintese dos horménios tiredideos. Ele faz o co-transporte de dois ions sédio (Na*)
juntamente com um ion iodeto (I), dependendo, portanto do gradiente eletroquimico de
sédio mantido pela Na*/K* ATPase sensivel a oubaina (Figura 1). O NIS é inibido por
inibidores competitivos, como o tiocianato e o perclorato. Dentro da célula, o iodeto se
dirige até a membrana apical a qual atravessa pela pendrina (produto do gene da
sindrome de Pendred) (Scott, 1999) e outros transportadores ainda nao identificados.
Assim, a polarizagao celular tem um papel fundamental para o correto transporte de
iodeto. Na face extracelular da membrana apical a tireoperoxidase (TPO) catalisa a
oxidacdo do iodeto o qual se liga a residuos tirosina da tireoglobulina (Tg), assim como
0 acoplamento oxidativo de duas iodotirosinas que origina triiodotironina (T3) e tiroxina
(T4). Este processo, chamado de organificacdo do iodo, ocorre na grande molécula de
Tg acumulada no coldide da luz folicular e pode ser inibido pelo propiltiouracil (PTU) e
metimazole (MMI), inibidores da atividade da enzima TPO. A TPO néo possui atividade
biolégica na auséncia de H,O,, que € o fator limitante para iodacdo da tireoglobulina
quando o suprimento de iodeto é normal. O sistema de geracdo de H,O, é calcio
dependente e transmembrana, sendo as principais enzimas envolvidas as oxidases da
tiredide 1 (ThOX1) e 2 (ThOX 2), também chamadas “Duox” por serem oxidases duais
gue pertencem a familia da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato hidrogénio
(NADPH) oxidase (NOX) que foram recentemente clonadas (De Deken, 2000). Depois
da endocitose e degradacao fagolisossomal da tireoglobulina, T3 e T4 sao liberados na
circulagdo. O processo inteiro, incluindo transporte de iodeto e expressao de NIS, é
regulado pelo horménio estimulador da tireéide (TSH), que interage com o receptor de
TSH (TSHR; receptor transmembrana acoplado a proteina G estimulatoria) localizado
na membrana basolateral e estimula as vias relacionadas ao AMP ciclico.

O gene do NIS humano esté localizado no cromossoma 19p12 -13.2, e codifica
uma glicoproteina de 643 aminoacidos com uma massa molecular de aproximadamente

70-90 kDa. O gene é constituido de 15 exons interrompidos por 14 introns e tem uma
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fita aberta de leitura (ORF) de 1929 nucleotideos. Como um membro da familia de
carreadores soluveis (SLC5A5), que usam o gradiente eletroquimico de sodio como
forca motriz, o NIS é formado por 13 segmentos transmembrana com a face N-terminal
para 0 meio extracelular e o COOH-terminal para a face citosolica (Figura 2) (Levy,
1997). Existem trés tipos de glicosilagdo na forma madura do NIS, mas ela ndo parece
ter um papel importante na estabilidade, atividade e enderecamento para a membrana
plasmatica (Levy, 1998). O NIS é também uma fosfoproteina, e a maioria da

fosforilagdo ocorre na regido COOH terminal (Riedel, 2001).

-+ Tg + H,0, T T, + Tg

) coloide
' T9  h,0, \ /

T ! I TPO

-

T, T,

=D
tiredcito

TSHR
NIS 0000, /

"UUUU

[ v | v
( Na* I Na* K* T,IT, O sangue

Figura 1. Esquema representativo da biossintese dos hormonios tiredideos. Adaptado de Filetti
e col; 1999.
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dentro

Figura 2. Modelo da estrutura secundaria do NIS. Adaptado de Dohan e col; 2000.

1.2) Regulacao de NIS por Tireotrofina

A tireotrofina (TSH) é o principal regulador hormonal da funcéo tiredidea e a
maioria das suas acdes é mediada pela ativacdo da adenilato ciclase através da ligacao
a proteina Gas. Tem sido mostrado que o TSH estimula o transporte de iodeto para
dentro das células tiredideas via AMPciclico de maneira dependente de sintese protéica
(Weiss, 1984 e Nissim, 1987). Depois da clonagem do NIS, muitos estudos revelaram
gue pelo menos dois mecanismos sao usados pelo TSH para regular o transporte de
iodeto. O primeiro e mais Gbvio € a transcricdo do gene do NIS, positivamente regulada,
em estudos in vitro (Kogai, 1997 e Ohno, 1999) e in vivo. O segundo refere-se a
inducdo da atividade da proteina NIS (Riedel, 2001 e Paire, 1997), por modificacdes

poés-transcricionais, que sdo essenciais para o trafego de NIS para membrana.
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1.3) Atividade Transcricional do gene do NIS

A estrutura do promotor do gene do NIS de rato tem sido estudada em detalhe
nos ultimos anos. Existem duas principais regifes regulatérias: parte do promotor
proximal de NIS localizado entre os nucleotideos -124 e — 420, relativo ao sitio de inicio
da transcricdo, e o NIS upstream enhancer (NUE) localizado entre os nucleotideos -
2260 e — 2495 (Figura 3) (Ohno, 1999 e Taki, 2002). O promotor proximal de NIS
contém sitios de ligacdo para TITF-1 (Endo, 1997), NTF-1 (NIS-TSH-responsive factor)
(Ohmonri, 1998), e Sp-1 (Xu, 2002), enquanto o NUE contém os sitios de ligacdo para
PAX-8 e TITF-1 e uma sequéncia simile ao elemento responsivo ao AMPciclico (CRE).
Embora a importancia destas regides e fatores precisem ser mais estudadas, esta claro
gue NUE é essencial para a atividade transcricional do NIS e que a interacdo funcional
entre PAX-8 e o fator de ligacdo a sequéncia simile ao CRE € necesséria para ativar a
transcricdo, especifica da tiredide, de maneira dependente de AMPciclico. Ao contrario,
o TITF-1 parece ndo ser necessario para induzir a transcricdo dependente de NUE
(Ohno, 1999 e Taki, 2002).

Promotor do
NIS de rato

“Le rNIS
———— NUE . /= PROXIMAL PROMOTER AATAAAT
v/ ;

-]‘dé!':'- NUC -?;’Eﬂ -dE;uEl =420 -145
= AeEBf =" =O=~@=)—rmm

Titfl poug EHF_E? paxg T sp-1 NTE-T  Titfl
} sp-1-like

Figura 3. Esquema do promotor de NIS de rato. Adaptado de Riesco-Eizaguirre e col; 2006.
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1.4) Regulacéo Pés-Transcricional de NIS

O NIS precisa se localizar na membrana para ser totalmente funcional. Isto é
importante para o transporte de iodo na tiredide e € o principio da radioiodoterapia para
o cancer de tiredide. A diminuicdo na captacdo de iodeto observada em muitos
canceres de tiredide é devido ao ndo enderegcamento do NIS para a membrana
plasmética. Portanto, € interessante elucidar os mecanismos que regulam a distribuicéo
subcelular de NIS.

Depois da deprivacdo do TSH, células de tiredide de rato em cultura ainda
expressam NIS por muitos dias devido a sua longa meia-vida (3 a 5 dias), mas a
proteina ndo permanece na membrana por muito tempo e o transporte de iodeto diminui
nas primeiras 24 horas. Isto sugere que existe um mecanismo dependente de TSH para
manter o NIS na membrana plasmatica (Riedel, 2001). Como o NIS é uma fosfoproteina
e a fosforilacdo foi relatada como tendo um papel no enderecamento de outros
transportadores para a membrana, foi postulado que este seria 0 mecanismo
responsavel pela regulagdo pos-transcricional do NIS pelo TSH. De fato, o padrdo de
fosforilagdo do NIS parece ser parcialmente modulado pelo TSH, de modo dependente
de PKA (Riedel, 2001). No entanto, ainda ndo se sabe se a fosforilacdo do NIS esta

envolvida no enderecamento e retencao do NIS na membrana plasméatica basolateral.

2. Carcinoma Tireo6ideo

A maioria dos nodulos tiredideos é benigno, com uma incidéncia de carcinoma em
cerca de 3% a 4%. Foi notada uma preponderancia do sexo feminino entre os pacientes
gue desenvolvem carcinoma da tiredide na faixa etaria de adultos jovens e na meia-
idade, talvez havendo alguma relagdo com a expresséao de receptores de estrogénio no
epitélio tiredideo neoplasico. Por outro lado, 0os casos que ocorrem na infancia e nas
fases mais avancadas da vida apresentam distribuicdo equilibrada entre 0s sexos
masculino e feminino. Os principais tipos de carcinoma da tiredide e suas frequéncias

relativas sdo os seguintes:
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» Carcinoma Papilifero (75% a 85% dos casos)
» Carcinoma Folicular (10% a 20% dos casos)
e Carcinoma Anaplasico (< 5% dos casos)

» Carcinoma Medular (5% dos casos)

Os carcinomas da tireéide sao derivados do epitélio folicular, exceto os carcinomas
medulares; estes séo derivados das células parafoliculares ou células C (Kumar, 2005).
Os carcinomas papilifero e folicular sdo os chamados carcinomas diferenciados da
tiredide (CDT), enquanto que o carcinoma anaplasico € um carcinoma indiferenciado.

A maioria dos carcinomas papilifero e folicular mantém a grande parte das
propriedades do tiredcito normal. Com a progressdo tumoral, as caracteristicas
morfologicas e funcionais dos CDT desaparecem. Isto corresponde a um crescimento
mais agressivo, espalhamento metastatico e perda da captacdo de iodeto. Esta perda
de diferenciacdo é observada em cerca de 1/3 dos pacientes com CDT (Simon, 1998).
A dediferenciacdo corresponde a perda de funcbes especificas da tiredide como
reducdo da expresséo do receptor de TSH e, principalmente, diminuicdo da capacidade
de captacao de iodeto, 0 que torna os tratamentos convencionais ineficazes.

Notamos, portanto, que o cancer de tiredide apesar de acometer um pequeno
namero de pessoas, e ser responsavel por um baixo indice de mortalidade, pode tornar-
se mais agressivo com a perda da diferenciacdo e, assim, aumento da mortalidade nos
pacientes que apresentam este tumor. A partir destas considera¢cdes podemos observar
a necessidade de se buscar terapias coadjuvantes no tratamento do cancer de tiredide,
principalmente para aqueles que ndo respondem a terapia com radioiodo, como 0s
tumores pouco diferenciados ou indiferenciados.

Assim, uma das idéias chave para o tratamento seria 0 uso de substancias
capazes de reverter a perda de diferenciagdo, aumentando principalmente a
capacidade de captacdo de iodeto para que possa ser usada a radioiodoterapia.
Sabendo-se que a perda da captacdo de iodeto que ocorre no CDT, tornando-o
irresponsivo a radioiodoterapia, pode ser devida a alteracdes em diferentes estagios da
sintese do NIS (Filetti, 1999) (Figura 4), faz-se necesséaria a descoberta de novas

moléculas capazes de modular estas etapas.
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Figura 4. Possiveis alvos de alteragbes que ocorrem no processo de tumorigénese responsavel

pela perda da captacdo de iodeto nos tiredcitos. 1) Alteracdes estruturais no gene de NIS; 2)
Alterac6es na regulacdo da transcricdo de NIS; 3) AlteracBes na sintese da proteina NIS; 4)
Alterac6es no transporte de NIS para membrana plasmatica; 5) Alteracdes na organificacdo do

iodeto. Adaptado de Filetti e col; 1999.
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3) Retindides

Retindides sdo analogos naturais e sintéticos do acido retindico, um metabdlito
da vitamina A, e sdo moduladores especificos da proliferacdo celular, da diferenciacao
e da morfogénese em vertebrados (Kagechika, 2005). O termo “retindide” foi
primeiramente definido pela estrutura quimica da vitamina A, mas é agora reconhecido
como o termo biolégico para duas classes de ligantes de receptores nucleares que
medeiam as atividades biologicas do AR, que s&o o receptor de acido retindico (RAR) e
o receptor de retindide X (RXR), como proposto por Sporn e colaboradores em 1994
(Sporn, 1994). Estudos clinicos e experimentais tém revelado que os retindides regulam
grande variedade de processos bioldgicos essenciais, como a morfogénese e a
organogénese embrionaria de vertebrados, a parada do crescimento celular, a
diferenciacdo e a apoptose (Sporn 1994; Sporn, 1976; Blomhof, 1994; Kastner, 1995;
Chambon, 2005). O All-trans &cido retindico, 0 mais potente metabdlito biologicamente
ativo da vitamina A, pode corrigir os principais defeitos causados pela deficiéncia da
vitamina A em animais adultos (Kastner, 1995). Alguns estudos tém mostrado
evidéncias das possibilidades do uso de AR no tratamento e prevencdo do cancer
(Hong, 1997). O mais expressivo exemplo de atividade anticancer de retindides é o
tratamento de pacientes com leucemia promielocitica aguda (LPA), um subtipo de
leucemia promielogénica aguda, pois a adicdo de AR na terapia curou
aproximadamente 72% dos pacientes com LPA (De The, 1990A; Degos, 2001; Lin,
1999).

3.1) Acido Retindico e a Tiredide Normal

O &cido retindico possui um papel fundamental no crescimento e na
diferenciacdo de uma variedade de células. Foi mostrado que os retindides afetam a
funcdo tiredidea in vivo. Os primeiros estudos evidenciando efeito da vitamina A na
funcdo tiredidea foram descritos j4 na década de 40. Simkins e colaboradores (Simkins,
1947) mostraram a diminui¢do dos sintomas de hipertireoidismo em dois pacientes com

bécio difuso toxico tratados com altas doses de vitamina A. Além disso, observou-se
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gue ratos com deficiéncia de vitamina A apresentam aumento das concentracdes
séricas de T3 e T4 e do indice de tiroxina livre (Morley, 1978). Em 1983, Garcin e
colaboradores, também mostraram que a deficiéncia de vitamina A em ratos foi
associada com aumento nas concentracdes séricas dos hormonios tiredideos.

Na década de 90 foram realizados diversos estudos sobre os efeitos do AR em
cultura de células tiredideas normais. Em 1992, Hishinuma e colaboradores, mostraram
o efeito do AR na sintese de T4 e T3 em cultura de foliculos de tiredide de porcos,
cultivados sobre gel de colageno tipo I. Observaram que o AR reduziu em 55% e 44% a
producéo de T4 e T3 respectivamente. Um ano depois, Namba e colaboradores, usando
cultura primaria de tiredcitos humanos derivados de tecido tiredideo de doenca de
Graves humano, verificaram que 72 horas de tratamento com AR (0; 0,01; 0,1; 1uM) foi
capaz de reduzir a expressdo de mRNA de TPO e de Tg, diminuir a secre¢ao de Tg,
porém néo afetou a incorporacdo de timidina tritiada. Del Senno e colaboradores (1993)
mostraram, em cultura primaria de foliculos de tiredides humanas derivadas de areas
normais da glandula de pacientes que sofreram cirurgia por nodulo solitario nédo
funcionante, que o tratamento por 72 horas com All-trans AR (1pM) reduziu a
incorporacdo de timidina tritiada e o contetdo de DNA. Com relacdo a expressao de
MRNA de Tg, o AR néo teve efeito, porém reduziu a expressdo do mRNA da TPO, tanto
basal quanto a expressao estimulada por TSH.

Uma importante funcéo tiredidea que parece também ser modulada pelo &cido
retindico é a captacéo de iodeto. J& foi mostrado o efeito do &cido retindico sobre a
expressdo de NIS e a captacdo de iodeto na linhagem FRTL-5 de células tiredideas
normais de rato. O acido retindico promoveu a reduc¢ao na expressao de NIS, avaliada
por Northern blot, e também reduziu significativamente a captacdo de '*iodo
(Schmutzler, 1997).

Alguns trabalhos tém mostrado o efeito do AR sobre o eixo hipotalamo-hipoéfise-
tiredide. Estudos experimentais e clinicos mostram diminuicdo do nivel sérico de TSH,
reducdo da resposta do TSH ao hormoénio liberador de tireotrofina (TRH) e
consequentemente hipotireoidismo central (Liu, 2002). Mais recentemente, em 2007,
Tuncel e colaboradores mostraram por PCR em tempo real que, em outra linhagem de

células tiredideas normais humanas chamada Nthy-ori 3-1, o tratamento com all-trans
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AR aumentou a expressao de Tg e TPO, e diminuiu a expresséo de NIS e do receptor

de TSH; e estas modulagdes parecem ser tempo dependentes.

3.2) Acido Retindico e o Cancer de Tireoide

Sabe-se que os tumores da tiredide podem sofrer dediferenciacdo e isto pode
causar dificuldade no tratamento e piorar o prognéstico do paciente. Como 0 AR possui
importante funcédo na diferenciacdo das células tiredideas, ele poderia ser usado para
tentar rediferenciar a célula tumoral e favorecer o uso do radioiodo no tratamento da
doenca. No primeiro estudo clinico com AR (Simon, 1996), foram avaliados 11
pacientes com carcinoma diferenciado da tireéide (CDT) sem capacidade de concentrar
radioiodo e inoperaveis, por extensa invasao local e/ou metastase a distancia. Nesses
pacientes, a isotretinoina, ou 13-cis-AR (1,5mg/Kg por dia), foi administrada por 5
semanas. Em 4 pacientes houve resposta satisfatoria, com aumento da captacdo de
iodeto. Posteriormente, Grinwald e colaboradores estudaram 12 pacientes com o0s
mesmos critérios acima e administraram isotretinoina por 2 a 10 meses, na dose de 1,0
a 1,5 mg/Kg por dia. Cinco pacientes apresentaram aumento na captacdo de iodeto,
porém em 3 o0 aumento foi apenas discreto. Em 1998, foi publicado um trabalho
mostrando um estudo piloto realizado com 20 pacientes com carcinoma tiredideo
avancado, incluindo apenas pacientes com carcinoma folicular e papilifero. Destes,
65% responderam ao tratamento de cinco semanas com 13-cis AR, com reducdo da
tireoglobulina sérica, aumento na captacdo de iodeto e diminuicdo da massa tumoral
(Simon, 1998). Um estudo piloto com aplicacdo de AR em 20 pacientes com carcinoma
indiferenciado, que n&o respondiam ao tratamento convencional, mostrou que 8
pacientes tiveram diminuicdo ou estabilizacdo do tamanho do tumor e/ou dos niveis de
tireoglobulina sérica em adicdo a ativacao do transporte de iodeto (Schmutzler, 2000).
Em 2001, Schmutzler e colaboradores publicaram outro estudo piloto mostrando que,
de 50 pacientes tratados com acido retindico 21 mostraram aumento na captacédo de
iodeto depois de 5 semanas. Isto indica que o aumento da atividade de NIS e da
captacdo de iodeto pela rediferenciagdo causada por AR pode ser uma alternativa

terapéutica para o cancer indiferenciado da tiredide. Em 2002, foi publicado o resultado
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final do estudo piloto de Simon e colaboradores. Eles obtiveram o0s seguintes
resultados: dos 50 pacientes avaliados 30 mostraram aumento na captacao de iodeto e
oito um médio aumento. Os niveis de tireoglobulina se mantiveram inalterados ou
diminuiram em 20 pacientes. O tamanho do tumor foi avaliado em 37 pacientes; destes
houve regresséo do tumor apenas em 6 e ndao houve mudangcas em 22 pacientes. No
total houve uma resposta parecida em 19 pacientes (38%). A resposta a terapia nem
sempre corresponde ao aumento da captacdo de iodeto; também pode estar
relacionado a efeitos antiproliferativos. Nesse estudo, observou-se também baixa taxa
de efeitos colaterais com boa tolerancia ao tratamento com retindide. O Grafico 1
mostra o resumo dos resultados de estudos clinicos com acido retindico no cancer de
tiredide.

Estudos com linhagem de células derivadas de carcinoma folicular humano
(UCLA RO 82 W-1) mostraram reducdo da proliferacédo celular e aumento da captagao
de iodeto apés tratamento com 13-cis AR, porém houve reducdo da atividade de
iodotironina desiodase tipo | (D1) (Van Herle, 1990). Em 1994, um grupo de
pesquisadores da Alemanha mostrou, em outra linhagem de carcinoma folicular, FTC-
133, que o tratamento com 9-cis AR, 13-cis AR e all-trans AR induziram aumento da
atividade da enzima desiodase do tipo 1, sugerindo que isto mostraria aumento de
diferenciacdo das células de carcinoma folicular da tiredide (Schreck, 1994). Frohlich e
colaboradores (2005) mostram que o AR diminuiu a proliferacdo, aumentou a
quantidade de NIS na membrana, porém ndo alterou a quantidade de tireoglobulina em
células derivadas de carcinoma folicular humano da tireéide (FTC-133). Nesta mesma
linhagem de células, Schmutzler e colaboradores (1997), mostraram aumento da
expressao de NIS, porém ndo mostraram aumento na captacao do iodeto.

Observamos que existe muita variagdo na resposta ao tratamento com AR, in
Vivo e in vitro, e entre células normais e tumorais (Tabela 1, em anexo); isto pode estar
relacionado a caracteristicas especificas de cada célula. Devem existir diferencas entre
0S mecanismos de acdo do AR em cada situagdo, causando, portanto, diferentes
efeitos do AR.
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Gréfico 1 Comparacdo de estudos clinicos mostrando a resposta dos pacientes com
carcinomas papilifero, folicular e misto ao tratamento com AR.
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4) Mecanismos de Ac¢&o do Acido Retindico

O acido retindico exerce seus efeitos através de duas classes de receptores
nucleares de retindides, RARs e RXRs, ambos tém trés subtipos (a, 3 e y). Ligantes
endogenos de RARs e RXRs sao identificados como All-trans-AR e 9-cis-AR, O All-
trans AR liga-se aos RARs e 0 9-cis AR liga-se aos RARs e aos RXRs porém com
maior afinidade ao RAR (Kagechika, 2005). Assim o 9-cis-AR é um pan-agonista para
todos os seis receptores. A isotretinoina ou 13-cis-AR também pode se ligar aos RARs
e aos RXRs.

Os trés subtipos de RAR, RARa, primeiramente identificado em 1987 pelos
grupos de Pierre Chambon e Ron Evans; RARPB e RARYy originam-se de trés genes
distintos (Giguere, 1987; Petkovich, 1987; Chambon, 1996). Para cada subtipo de RAR,
varias isoformas existem e diferem entre si pela sua regido N-terminal. Os RARs
funcionam formando heterodimeros com os trés receptores de retindide X: RXRaq,
RXRB e RXRy (Mangelsdorf, 1995; Kastner, 1997; Mark, 1999). Estudos in vitro
demonstraram que os heterodimeros RXR-RAR atuam como reguladores dependentes
de ligante através da sua ligacdo a uma seqUéncia especifica do DNA, RARE,
encontrada na regido promotora dos genes alvo do AR.

O primeiro receptor de retinéide X identificado, 0 RXRa, foi inicialmente descrito
como um receptor o6rfao (Mangelsdorf, 1990). No entanto, este respondia
especificamente aos retindides, ja que altas concentracbes de All-trans AR podiam
ativar RXRa. Além disso, foi demonstrado que 9-cis AR, isdmero do All-trans AR, € um
ligante de alta afinidade para o RXRa, tanto quanto para o outros subtipos, RXR[( e
RXRYy, que foram descobertos mais tarde (Rowe, 1991; Yu, 1991). Ainda ndo é claro
gual a importancia da capacidade do 9-cis AR se ligar nos RARs e nos RXRs. Os RXRs
sdo também identificados como fatores necessarios para a eficiente ligacdo ao DNA de
varios membros da superfamilia de receptores nucleares e formam heterodimeros com
outros receptores (Laudet, 1992; Leid, 1992). Além do mais, estudos in vitro tém
mostrado que o RXR pode formar homodimero RXR-RXR, 0 que sugere a existéncia de
uma via de sinalizacdo de RXR independente de outros receptores nucleares
(Mangelsdorf, 1991).
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Enquanto os agonistas de RAR podem ativar a transcricdo atraves de cada
heterodimero, os RXRs ndo sdo capazes de responder a agonistas seletivos de RXR
na auséncia de ligante de RAR. A base molecular deste fendmeno, referido como
subordinacdo de RXR ou silenciamento, tem sido desvendada. O agonista ligando ao
RXR é incapaz de induzir a dissociacdo do co-repressor do heterodimero RXR-RAR,
impedindo o recrutamento de co-ativadores (Westin, 1998). Uma ativacéao transcricional
sinérgica é observada quando os agonistas tanto de RAR quanto de RXR séao ligados
simultaneamente, indicando que os RXRs ndo séo transcricionalmente silenciados no
heterodimero RXR-RAR (Lotan, 1995a).

4.1) Expressao dos Receptores de AR em Células Tir eodideas Normais e Tumorais

O primeiro relato sobre a expressao de receptores de &cido retindico em células
tiredideas foi feito por Del Senno e colaboradores em 1993. Usando a analise de
Northern blot eles mostraram que o gene de RARa € transcrito em cultura priméria de
células de tiredides normais humanas, de bécio e de adenomas da tiredide, enquanto a
expressdo do RARPB ndo pode ser detectado. Eles observaram que nem o TSH nem o
AR alteraram a expressdo de mRNA de RARa. Em 1994 o grupo de Del Senno realizou
analise de Northern blot e RT-PCR para avaliar a expressédo dos genes dos receptores
RARa, RARPB e RARy em tecidos e cultura primaria de tire6citos humanos. Em tecido
normal e adenomatoso houve expressao de RARa enquanto que o RAR[ e RARy eram
indetectaveis. Em amostras de carcinoma a expressao de RARa diminuiu, enquanto
gue o RAR( foi detectavel.

Usando RT-PCR para investigar a expressao dos genes das familias RAR e RXR
e o efeito do AR sobre a expressdo de mRNA dos receptores em linhagem de células
de carcinoma da tiredide humana, Schmutzler e colaboradores (1998) mostraram que o
MRNA do RARQq, B e y esta presente no bocio e nas linhagens de carcinoma. Também
o RXRa foi observado em todas as amostras. O mMRNA do RXR[( é detectavel nas
linhagens de carcinoma, mas parece ser perdido no bdécio, enquanto que em duas

outras amostras saudaveis e de bdcio estava presente. O RXRy ndo apareceu nem no
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bocio nem na linhagem de células. Naquele trabalho também foi feita a avaliacdo da
expressao dos receptores RAR e RXR em amostras aleatdrias de carcinoma da tiredide
também usando RT-PCR. A maioria dos receptores estava presente em todas as
amostras de tumores, e nenhuma mudanc¢a dramatica na intensidade das bandas do
PCR foi detectada. No entanto, em 9 de 12 amostras de tumores foi observado uma
reducao ou auséncia de RXRp3, indicando desregulacdo do mRNA de RXRp.

Tang e colaboradores (2003) mostraram o status dos receptores de retindides
em 42 amostras de carcinoma papilifero da tiredide usando RT-PCR. Houve perda de
expressdo de mRNA em 18 casos; destes trés perderam RARd, 14 perderam o0 RAR,
seis perderam o RXRa e cinco o RXRp. A expressdo de RARy e RXRYy foi encontrada
em todas as 42 amostras. Foi mostrada também uma correlacdo entre a perda de
expressao dos receptores e a perda de diferenciacdo e a progressao do tumor.

Em 2004, Bryan Haugen e colaboradores mostraram a expressao de mRNA e a
expressao de proteinas dos receptores de retindides em linhagens de céncer de
tiredide. Foi observada variacdo na expressdo dos receptores RARB e RXRy, sendo
gue néo foi detectada expressdo de RXRy no tecido tireoideano normal. Além disso,
este grupo mostrou que a presenca dos receptores RAR[B e RXRYy esta relacionada com
a supressao do crescimento tumoral, 0 que sugere que estas isoformas possam estar
relacionadas com melhor resposta ao tratamento com &cido retindico. No Gréfico 2
esta representado um resumo de trés autores, mostrando a diferente expressdo dos

receptores de AR em espécimes e células tumorais tiredideas.
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Gréfico 2 Representa o resultado de diferentes trabalhos mostrando a proporcdo dos
receptores de AR que estéo expressos em espécimes cirdrgicos e linhagens tumorais.

Takiyama e colaboradores, em 2004, mostraram, ndo apenas a expressao dos

receptores RXR em carcinoma tiredideo humano, como também a sua localizagédo

intracelular (nucleo ou citoplasma) por imunohistoquimica. A Figura 5 mostra os

resultados obtidos. Observamos que as células tirebideas nao-tumorais mostraram

diminuicdo da marcacdo nuclear das trés isoformas de RXR. Em particular, alguns

carcinomas apresentaram intensa marcacao citoplasmatica de RXRa.
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Figura 5. Distribuicdo da intensidade da imunomarcacédo das isoformas de RXR no nlcleo e
citoplasma das amostras (57 PTC, 40 FTC, 24 ATC, 28 MTC, e 27 FA). A intensidade de
marcacgédo foi comparada com a das células foliculares tiredideas normais na margem de cada
espécime. O eixo Y representa a porcentagem de casos em cada categoria histoldgica das
amostras tumorais. Barras abertas mostram auséncia ou fraca imunomarcacdo, e barras
fechadas mostram moderada ou forte marcacdo de cada isoforma de RXR. (FA=adenoma
folicular) exibiram marcac&o nuclear dos receptores de RXR e os carcinomas (PTC= carcinoma
papilifero, FTC=carcinoma folicular, ATC= carcinoma anaplasico, MTC= carcinoma medular).
Retirado de Takiyama e col., 2004.

Como podemos notar, existe diferente expressdo dos receptores de retindides
nos diferentes tipos celulares, seja no tecido normal ou tumoral. Existe diferenca entre
os resultados obtidos em cada trabalho, lembrando, também, que cada um usou uma
metodologia distinta para avaliar a expresséo das isoformas dos receptores.

Portanto, esses achados poderiam explicar porque o tratamento de células
tiredideas com AR pode promover diferentes respostas entre as células estudadas. O
gue determina essas variacdes ainda € desconhecido; uma das hipoteses é de que haja
um diferente mecanismo de acdo do AR nestas células, devido, por exemplo, ao
diferente repertorio de receptores de AR. Julgamos de especial interesse o melhor
entendimento dos fatores que podem regular a expressdo desses receptores nos

tiredcitos.
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4.2) Relagéo entre a Expresséo dos Receptores RAR e RXR e os Efeitos do AR

Usando a técnica de hibridizacéo in situ, revelou-se a expressao de todos os trés
RARs durante o desenvolvimento embrionario de camundongo. Enquanto o RARa esta
presente em todos os tecidos, a expressao tanto de RARPB quanto de RARy sdo mais
seletivos (Dolle, 1990). Esta diferente distribuicdo tecidual sugere que os RARs
possuem distintas fungdes fisiologicas.

O papel especifico de cada receptor tem sido estudado em detalhes em uma
linhagem de células derivadas de carcinoma embrionario murino, F9, que sé&o
responsivas ao AR. Estas células representam um modelo simples para analise da
sinalizagcdo de RARs e RXRs sob condi¢fes in vitro que mimetizam, pelo menos em
parte, os processos fisioldgicos que ocorrem durante o inicio da embriogénese
(Rochette-Egly, 2001). Com este modelo, e usando a técnica de knockout, foi mostrado,
por exemplo, que os heterodimeros RXRa-RARy sdo necessérios para que o AR cause
parada do crescimento celular, enquanto que o heterodimero RXRa-RARa é requerido
para a diferenciacdo parietal endodermal na presenca de AMPciclico. Além disso, o
RXRa é especialmente necessario para a correta diferenciacdo destas células (Clifford,
1996). Seguindo esta mesma linha, estudos in vitro tém mostrado que, embora outros
subtipos de RAR também sejam expressos, 0s agonistas de RARa inibem a
proliferagdo em algumas linhagens de células de cancer de mama e a diferenciacdo de
células leucémicas (Dawson, 1995; Chen, 1996).

A Leucemia promielocitica aguda (LPA) é uma doenca rara que é caracterizada
pela translocacdo cromossomal reciproca entre os genes RARa (cromossomo 17) e
PML (cromossomo 15) (Larson apud Thacher, 2000). A expressdo de uma proteina
mutante da fusdo de PML-RARa atua como um inibidor dominante negativo da
sinalizagcédo do retindide pelo recrutamento de co-ativadores negativos N-CoR e SMRT
junto com histona desacetilase (Lin apud Thacher, 2000), evitando a diferenciacdo da
célula LPA que deveria ocorrer normalmente na presenca de AR endogeno. O uso de
concentracoes supra-fisioldégicas de AR induziu remissédo dos pacientes com LPA junto
com a quimioterapia (Warrel apud Thacher, 2000), presumivelmente por reverter os

efeitos negativos do PML-RARaQ.
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Foi realizado um estudo com camundongos transgénicos, os quais tinham um
gene dominante negativo para RARa, que ndo permitia a ligacdo do ligante, expressa
no tecido linféide e mamario e resultou em uma transformacdo maligna (Kupumbati,
2006).

A deficiéncia de vitamina A pode causar mudancas neoplasicas no epitélio
bronquial e pode estar associada ao aumento do risco de cancer de pulméo (Sporn,
1976 e Sporn apud Petty, 2005). Embora resultados de triagens clinicas suportem o
papel dos retindides (naturais e sintéticos) na quimioprevencdo do cancer do trato
aéreo-digestivo (Hong apud Petty, 2005), dados de triagens randomizadas sugerem
gue carotendides ou retindides ndo séo efetivos para a quimioprevencao do cancer de
pulmédo na populacdo em geral, embora um beneficio deva existir para ndo-fumantes
(Frohlich, 1999).A resisténcia clinica aos retindides no cancer de pulmao parece ser
devido, pelo menos em parte, a perda da expressdo do receptor RARB durante a
carcinogénese do pulmédo (Freemantle apud Petty, 2005). A identificacdo de
metodologias farmacoldgicas, que restaurem a expressao do receptor, deve promover a
base para estratégias futuras de terapia e quimioprevencdo baseada em retindides
(Petty, 2005).

Neste trabalho pretendemos avaliar a correlagédo entre os efeitos do AR na
captacdo de iodeto e o repertorio de receptores que a ceélula expressa, tentando
determinar qual o mecanismo de acdo usado pelo acido retinéico para regular a
captacdo de iodeto nas células normais quando tratadas com os isdmeros de acido
retindico. Além disso, pretendemos determinar se a tireotrofina (TSH), importante
regulador de NIS, e da captacdo de iodeto, pode modular a expressao dos receptores
de AR.
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OBJETIVOS

Il. OBJETIVOS
Avaliar a relacéo entre os efeitos do acido retindico sobre a modulagéo da funcéo
do co-transportador sodio-iodeto e o repertério de receptores de acido retindico RAR

(a,B ey e RXR (a, B ey) nalinhagem de células tiredideas de rato PCCL3.

II.I OBJETIVOS ESPECIFICOS

3) Efeitos do acido retindico na célula PCCL3:

Avaliar a viabilidade celular por MTT;

» Avaliar a morfologia celular por microscopia de contraste de fase;

» Avaliar a captacao de iodeto.

» Auvaliar o efluxo de iodeto;

* Avaliar a expressdo de mRNA de NIS por RT-PCR semi-quantitativo;

» Avaliar a expresséo e localizagcéo celular do NIS por microscopia confocal.

4) Relacao entre a expressao dos receptores de AR e a captacdo de iodeto:

» Avaliar a expressao e a localizacdo intracelular das diferentes isoformas de
receptores RAR (a,B ey) e RXR (a, B ey) em linhagem de células normais
PCCL3, por microscopia de epifluorescéncia.

» Avaliar se ha modulacdo da expresséao dos receptores RAR (a, B e y) e RXR

(a, B e y) por acido retinoico e pela tireotrofina (TSH).
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MATERIAIS E METODOS

ll. MATERIAIS E METODOS

1. Cultura de Células

Usamos a linhagem celular PCCL3, estabelecida a partir de células epiteliais da
tiredide derivadas de ratos Fisher adultos de 18 meses, e que mantém in vitro a maioria
das caracteristicas das células tiredideas diferenciadas, como secre¢do de
tireoglobulina e captacdo de iodeto. A proliferacdo destas células é principalmente
regulada por TSH e insulina (Fusco, 1987). As células cresceram em monocamada,
com meio de cultura Coon’s Modified Ham’s F12 suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), insulina (10ug/mL), transferrina (5ug/mL) e TSH (ImU/mL).

2. Tratamentos

As células foram tratadas com dois isbmeros do acido retindico: o all-trans-AR e
0 13-cis-AR (isotretinoina), ambos na concentracdo de 1uM, concentracdo utilizada na
maioria dos trabalhos. O &cido retindico foi dissolvido em etanol 100% numa
concentracdo 1000 vezes maior que a concentracdo de uso. Para o controle usamos o
veiculo (etanol 0,1%).

A cultura de células PCCL3 é mantida em meio de cultura suplementado com
TSH, usamos, portanto as células nesta condicdo para avaliarmos os efeitos do AR
sobre elas. As células foram plagueadas em diferentes superficies e com diferente
namero de células dependendo do ensaio a ser realizado, cada condicdo sera
detalhada na explicagdo da metodologia de cada ensaio. Em geral as células foram
plagueadas no momento que consideramos como o primeiro dia de experimento. Apés
24h de plagueamento, momento onde as células ja foram aderidas a superficie, 0 meio
de cultura foi trocado pelo meio com os tratamento com veiculo ou com os isébmeros de

AR. Com o0 ensaio do MTT avaliamos a cada 24 horas durante 72 horas a viabilidade
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celular na presenca e auséncia de SFB. O tempo de 72 horas de tratamento também foi
usado para os ensaios de captacéo e efluxo de iodeto, extracdo de RNA para RT-PCR
e fixacdo das células para realizacdo da imunofluorescéncia, sempre na presenca de
TSH e SFB (Esquema 1A).

Realizamos ensaios na auséncia de TSH para avaliarmos a modulacdo na
captacdo de iodeto e na expressao dos receptores de AR. Como as células dependem
do TSH para sua manutencédo escolhemos o tempo de 48 horas para os ensaios. As
células foram plaqueadas no momento que consideramos como 0 primeiro dia de
experimento. Apds 24h de plaqueamento, momento onde as células ja foram aderidas a
superficie, 0 meio de cultura foi trocado pelo meio sem TSH na presenca de veiculo ou
dos isbmeros de AR. Apds 48 horas foi realizada a captacdo de iodeto e fixacdo das
células para posterior imunofluorescéncia (Esquema 1B ).

Para determinarmos os efeitos da reposi¢cdo do TSH na captacdo de iodeto e na
expressao dos receptores de AR as células foram plagueadas em meio na presenca de
TSH por 48horas. Em seguido o meio foi trocado por meio sem TSH e assim
permaneceu por 48 horas. Neste momento foi colocado os tratamentos com veiculo ou
com os isdmeros de AR na presenca de TSH e assim permaneceu por 48 horas, onde
entdo, foi realizado o ensaio de captagdo de iodeto e a fixacdo das células para
posterior imunofluorescéncia (Esquema 1C).



A) Experimentos com TSH (1mU/mL):

(24h) (48h) (72h)

1 2 3 4 5 Dia
A A A A A

Plaguear Tratamento MTT MTT ‘ MTT ‘

baptar;éo de iodeto|
| Fixagdo p/ imuno |

+SFB
Tratamento: 1 M de All-Trans AR ou 13 cisAR | Efluxo de iodeto |
0,1% de etanol como veiculo - SFB | Extracdo de RNA |
B) Experimentos sem TSH:
(48h)
1 2 4 Dia
Plaquear Tratamento |Captaga'|o de iodeto|

| Fixacdo p/ imuno |

Tratamento: 1 LM de All-Trans AR ou 13 cisAR |\ _7sH
0,1% de etanol como veiculo

C) Experimentos de reposigao do TSH (1mU/mL): (ap6s 48h +TSH e AR

(apos 48h +TSH) (ap6s 48h -TSH) ou Veiculo)
1 4 6 8 Dia
A A A A
Plaquear Captacio de iodeto|

I Fixagao p/ imuno I

Tratamento: 1 LM de All-Trans AR ou 13cisAR L 4+TsH
0,1% de etanol como veiculo

40

Esquema 1. Os esquemas acima representam resumidamente os desenhos

experimentais usados neste trabalho.
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3. ENSAIO DO MTT (3-(4,5-DIMETHYLTHIAZOL-2-YL)-5-(3 -CARBOXY-
METHOXYPHENYL)-2-(4-SULFOPHENYL)-2H-TETRAZOLIUM)

Para o ensaio de viabilidade celular as células foram cultivadas por 24, 48 e 72
horas em placa de 96 pocos (4x10° células/pogo) em meio com ou sem SFB conforme
descrito no esquema 1A, na presenca de veiculo ou dos isdbmeros de AR . O ensaio de
MTT é baseado na conversédo do sal tetrazolium (MTT) em sal formazam que € soluvel
em meio de cultura e cuja absorbancia é medida diretamente a 570nm. O meio de
cultura das células foi descartado e foram adicionados 100uL de MTT (0,5mg/ml) em
cada poco. A placa foi coberta com papel aluminio e permaneceu 3 horas na estufa a
37C. Em seguida, o MTT foi retirado e foram acresc entados 100uL de DMSO. A
absorbancia foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. Os

resultados foram expressos em % de viabilidade celular em relacéo ao veiculo.

4. ENSAIO DE CAPTAGCAO DE IODETO E EFLUXO DE IODETO

Células PCCL3 (10° células/poco) foram cultivadas em placas de 24 pocos e o
tratamento foi realizado conforme descrito no esquema 1A, 1B e 1C.

Para o ensaio, o meio foi removido e as células foram lavadas com HBSS. Entao,
as células foram mantidas parte com HBSS e a outra metade com HBSS suplementado
com um inibidor competitivo de NIS, o KCIO,; (10uM), para controle da captacao
especifica, e todos os pocos continham iodeto (**1). Depois de 45 minutos a 37C em
atmosfera Umida, o meio radioativo foi aspirado, as células foram lavadas com HBSS
gelado e o iodo acumulado foi extraido com 500uL de etanol 90%. O extrato em etanol
90% foi contado em um Automatic Gamma Counter — 1470 - WIZARD. Resultados
foram normalizados pela viabilidade celular medida pelo ensaio do MTT e expresso
como contagens por minuto por A570 nm (Unterholner, 2006) ou pela quantidade de
proteina avaliada pelo método de Bradford, sendo estes dados expressos como
contagens por minuto por micrograma de proteina.

Para o efluxo, ap6s as células foram expostas ao iodeto (**°1) por 45 minutos. A

seguir, retirou-se o sobrenadante e acrescentou-se 500 pL de HBSS. A cada 3 minutos
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todo o sobrenadante foi retirado e armazenado para posterior contagem. Este processo
se repetiu até 18 minutos e em seguida, o iodo acumulado no interior das células foi

extraido com 500pL de etanol 90%.

5. RT-PCR SEMI-QUANTITATIVO PARA NIS

As células foram cultivadas em garrafas de cultura (10° células/garrafa de 25
cm® em meio com TSH 1mU/ml. Préximo da confluéncia, as células foram tratadas
conforme descrito no esquema 1A, e apds os tratamentos as células foram recolhidas
em 1ml de trizol® para posterior extracdo do RNA, conforme esquema 2. Do RNA
extraido, uma aliquota foi retirada para avaliar sua integridade e fazer quantificacdo do
RNA total.

Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pg de RNA, quantidade que foi
determinada apo0s padronizacdo do numero de ciclos da PCR e das quantidades de
RNA usadas na transcri¢cao reversa para o RT-PCR semi-quantitativo . Foram utilizados
oligo (dT)12.18 (0,4 mM), M-MuLV transcriptase reversa (200U), tampédo 1x first strand
(50mM de Tris-HCI pH8.3, 75mM KCI, 3mM MgCl,, 10 mM de DTT), 10 unidades
RNAsin (inibidor de RNase) 0,5mM dNTP. O RNA foi incubado a 70°C por 5 minutos, na
presenca de H,O DEPC, oligo dT e dNTP. Em seguida, foi adicionado ao tubo o
restante dos reagentes, que foram incubados a 42°C por 1 hora. Terminado o tempo de
incubacdo, a mistura foi submetida a 90°C por 10 minutos para inativacdo da
transcriptase reversa. Foram adicionados entdo 0,3 volumes de acetato de amoénia
7,5M, pH 8,0 e 2,5 volumes de etanol 100 %, e esta solucéo ficou no freezer a -70°C,
durante 18 horas, para precipitacdo do cDNA. Depois, as amostras foram centrifugadas
(12000 rpm) por 30 minutos, a 4°C, para precipitacgdo do cDNA. O sobrenadante foi
descartado e acrescentamos 50 pl de etanol a 75% e centrifugamos novamente. O
precipitado (cDNA) foi ressuspenso em 11 pL de H,O MilliQ e armazenado a —20°C.
Para a PCR, foram utilizados 1ul de cDNA e foi feito um controle negativo sem cDNA
(controle negativo). Na PCR o cDNA foi incubado com 12 pmol do oligonucleotideo
iniciador senso e 12 pmol do oligonucleotideo iniciador antisenso do gene do GAPDH

(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) como controle interno e 12 pmol dos



oligonucleotideos iniciadores do NIS, tampéo de reacdo (75mM Tris-HCI, 2mM MgCly,
50 mM KCI, 20mM (NH4)2S0O4), dNTP (0,1mM) e DNA polimerase (5U). A reacao foi
realizada nas seguintes condigcdes: 94°C por 4 minutos; N°ciclos (Tabela 2) com a
seguinte sequéncia: 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento (TT) (Tabela
2) por 45 segundos e 72°C por 45 segundos; 72°C por 7 minutos; e 4°C por 4 minutos.

_ Homogeneizacdo +
1ml de Trizol® « cloroférmio
L4

;_‘. @ < _ . Isopropanol
— i: Centrifugagéo 12000

rpm, 4°C, 15 minutos N

L4

[ 4
y — il
Transferéncia da

; Centrifugacao
10 minutos

Ressuspender o < . -

ellet em 15pl de Centrifugacao *e,
E| O DEPG H 10000 rpm, 4°C Lavagem com etanol 75%

2 X 1 1
(dietilpirocarboneto) 5 minutos

Quantificacdo e Integridade

Esquema 2. Extracdo de RNA total.

MRNA Tamanho | T .NO Sequéncia (senso) Seqliéncia (antisenso)

alvo ciclos

GAPDH | 300 pb 60 35 5' ccc caa tgt gtc cgt cgt gga t 3' | 5' tgg agg cca tgt agg cca tga gg3'

NIS 424 pb 55 37 5' atc ctc tcc tca ccg agt ca 3' 5' cgc agc tct agg tac tgg ta 3'

Tabela 2. Sequéncias senso (forward) e antisenso (reverse) dos oligonucleotideos

(iniciadores) especificos para os genes do gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e do NIS.



6. IMUNOFLUORESCENCIA PARA O NIS — MICROSCOPIA CONF OCAL

As células (3x10%) foram cultivadas em placas de 24 pocos sobre laminulas de
vidro, e foram tratadas como descrito no esquema 1A, 1B e 1C. As células foram
lavadas por duas vezes com tampao fosfato de sodio (PBS) e fixadas em
paraformaldeido (PFA) 2% em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Foi
colocado NH4Cl 50mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida lavou-se
por 3 vezes com PBS. Para permeabilizacdo das células usou-se 0,2% (vol/vol) Triton
X-100 (em PBS), contendo 0,5% (peso/vol) BSA, 0,1mM CaCl, e 0,21mM MgCl,. As
células foram incubadas com anticorpo primério por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida as células foram lavadas duas vezes com PBS. Entdo foram incubadas com o
anticorpo secundario anti-IgG de coelho (TRITC) por 1 hora a temperatura ambiente.
Lavou-se por 2 vezes com PBS. Para marcacdo dos ndcleos usou-se o DAPI. As
imagens foram analisadas em microscopio Zeiss LSM 510 META (Laser Scanning

Microscope).

7. IMUNOFLUORESCENCIA PARA OS RECEPTORES RAR E RXR

As células (3x10%) foram cultivadas por 72 horas em placas de 24 pocos sobre
laminulas de vidro, e foram tratadas com veiculo (etanol 0,1%), all-trans AR (1uM) ou
13-cis AR (1uM). Apos este tempo as células foram fixadas com paraformaldeido (4%
em TPS) acrescido de sacarose (4%) durante 30 minutos. Em seguida, foi feita
permeabilizacdo com Triton X-100 (0,5%) durante 30 minutos. As células foram lavadas
com TPS-Tween 20 (0,1%) varias vezes. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito
com uma pré-incubacédo, durante 30 minutos, com mistura 1:1 de soro de ovelha (10%
em TPS-Tween 20 (0,1%)) e PBS-BSA (10% em TPS-Tween 20 (0,1%)). As células
foram lavadas com TPS-Tween 20 (0,1%) varias vezes. Incubou-se com o anticorpo
primario (diluido 1:200) overnight a 4C ( Tabela 3). As células foram lavadas com TPS-
Tween 20 (0,1%) varias vezes. Depois foi colocado o anticorpo secundario (anti-rabbit
IgG — Sigma) e este ficou incubando por 2 horas a temperatura ambiente. As células

foram lavadas com TPS-Tween 20 (0,1%) varias vezes. Para localizar as células foi
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feita marcacdo nuclear com DAPI. Posteriormente, foi feita a montagem das laminas e

estas foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia.

RAR«a (C-20) sc-551 lot G052 coelhoI ggliclonal
RARP (C-19) sc-552 lot F272 coelholggliclonal
RARY en  seraw o
RXRa (D-20) sc-553 lot F0403 coelholggliclonal
RXRP (C-20) sc-831 lot FO603 coelholggliclonal
RXRy (Y-20) sc-555 lot J2803 coelholggliclonal

Tabela 3. Especificacbes dos anticorpos para os receptores de AR. Santa Cruz.

8. ANALISES ESTATISTICAS

Para andlise da viabilidade e do efluxo de iodeto temporal das células tratadas
com AR na presenca de TSH usou-se Two-way ANOVA Bonferroni post test.

Para analise da captacao de iodeto e viabilidade celular das células tratadas com
AR na auséncia de TSH e da captacdo de iodeto das células tratadas com AR na
presenca de TSH usou-se One-way ANOVA seguido do teste de multiplas comparacdes
de Dunnet.
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RESULTADOS

IV. RESULTADOS
1) Efeitos do Acido Retindico nas células PCCL3:

As Células PCCL3 foram cultivadas em placas de 96 pocos por 24h na presenca
de SFB para permitir a aderéncia celular. Apés este tempo as células foram cultivadas
com ou sem SFB, recebendo o tratamento com all-trans-AR (1uM), 13-cis-AR (1uM) ou
veiculo. Como ja foi relatada a capacidade do &cido retindéico em causar morte celular
nas células tumorais, avaliamos a viabilidade celular das células PCCL3 ap6s o
tratamento. A viabilidade celular foi avaliada usando o método do MTT, nos tempos de
24, 48 e 72h ap6s o tratamento. Ndo observamos nenhuma diferenca na viabilidade
celular entre os tratamentos com acido retingico e o veiculo, tanto na presenca quanto
na auséncia de SFB (Figura 6). Mostramos, portanto, que nas células PCCL3, o AR
ndo modula a viabilidade celular na dose usada.

0.8 ) —_
—e— \elculo

—— all-trans-AR | +SFB
—=—13-Cis AR _
-e-\vejculo 7|
-4-all-trans-AR | .SFBR
-#- 13-Cis AR _

Viabilidade Celular

Tempo (h)

Figura 6 Viabilidade das células PCCL3 tratadas com all-trans-AR ou 13-cis-AR.
Células foram tratadas por 72h com all-trans-AR (a), 13-cis-AR (m) e veiculo () tanto
na auséncia (-----) ou na presenca (——) de soro (SFB). O numero de células vivas é
proporcional a concentracdo de sal formazan formado no ensaio do MTT e medido no
comprimento de onda de 570 nm. Nenhuma diferenca entre os tratamentos e o veiculo
(etanol 0,1%). DO= densidade éptica.
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Determinamos as possiveis mudancas morfologicas induzidas pelo tratamento

com AR. A morfologia foi avaliada por microscopia de contraste de fase e notamos que

nenhuma diferenca visivel ocorreu entre os tratamentos (Figura 7).

Figura 7. Microscopia de contraste de fase ap6s 72 horas de tratamento com veiculo
(A), all-trans AR (B) e 13-cis AR (C) com SFB (A,B,C) e veiculo (D), all-trans AR (E) e
13-cis AR (F) sem SFB (D,E,F). Aumento de 250X.

O AR é capaz de aumentar a captacdo de iodeto nas células tumorais. Para
avaliarmos o efeito do acido retindico sobre a captacdo de iodeto das células PCCL3
fizemos o ensaio de captacéo de iodeto usando *?°I. Células foram cultivadas em placas
de 24 pocos e foram tratadas conforme feito para o ensaio de viabilidade celular. A
analise da captacéo foi realizada apds 72h de tratamento. No ensaio de captacdo de
iodeto determinamos a quantidade de radioiodeto no interior das células apos a
incubacdo com *?°I. O perclorato de potéssio (KCIO,) foi usado pelo seu efeito inibidor
de NIS para determinar a captacdo especifica através do NIS. Observamos que o
tratamento com AR diminuiu em cerca de 25% a captacdo de iodeto em relacdo ao

veiculo (Figura 8).
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Figura 8 Efeitos do all-trans AR, 13-cis AR ou veiculo sobre o acumulo de iodeto das
células PCCL3. Tratamento com all-trans AR ou 13-cis AR diminuiu a captacdo de
iodeto sensivel ao perclorato de potassio em aproximadamente 25% em relacdo ao
veiculo. Os resultados foram normalizados pela medida das células vivas pelo ensaio
de viabilidade de MTT, que se correlaciona diretamente com o numero de células
viaveis. Resultados sdo expressos como % do veiculo. *p<0,05 versus veiculo.

2) Alteracdes que o0 AR provoca nas celulas PCCL3 ca  usando a diminuicdo da

guantidade de iodeto intracelular:

Pelos resultados da captacdo determinamos a quantidade de iodeto no interior
das células, portanto a diminuicdo pode ter ocorrido devido a diminuicdo no influxo de
iodeto por NIS ou pelo aumento no efluxo de iodeto. Para esclarecer por que o AR
estaria diminuindo o iodeto intracelular, fizemos um ensaio de efluxo de iodeto. As
células foram cultivadas e tratadas como feito anteriormente e a analise foi realizada
72h apds o tratamento. O efluxo foi feito conforme descrito na metodologia. Nenhuma
diferenca foi observada entre os tratamentos e o veiculo (Figura 9). A partir deste
resultado concluimos que o AR influencia a capacidade de entrada de iodo na célula,

assim deve modular o co-transportador NIS nas células PCCL3.
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Figura 9 Efluxo de iodeto foi estudado in vitro nas células PCCL3 ap0s tratamento com
all-trans-AR (1uM) ou 13-cis-AR (1pM) em comparacdo com as células tratadas com
veiculo. Nenhuma diferenca entre os tratamentos e o veiculo foi observada.

Com o objetivo de determinar como o AR modula a fun¢do do NIS analisamos os
efeitos do AR sobre a transcricdo do mRNA de NIS, expresséo da proteina NIS e sua
translocacdo para membrana plasmatica. Para analise da transcricdo do mRNA de NIS
fizemos RT-PCR semi-quantitativo. Apos padronizacdo do numero de ciclos e da
guantidade de RNA total usada, fizemos o RT-PCR das células tratadas por 72h com
AR e veiculo. Os tratamento com AR, tanto all-trans-AR quanto o 13-cis-AR, causaram
regulacdo negativa da expressdo do NIS (Figura 10), o GAPDH foi usado como
controle interno. Usando microscopia confocal notamos que neste mesmo tempo ainda
h& expressdo da proteina NIS nas células, o que comprova a longa meia-vida do NIS
(Figura 11). Notamos também que o tratamento com 13-cis-AR diminuiu quantidade de
NIS na membrana plasmatica, jA& com all-trans-AR este diminuicdo foi menos
perceptivel (Figura 11). Concluimos que o tratamento com AR diminui a funcéo de NIS
tanto pela diminuicdo da transcricdo quanto pela reducdo de NIS localizado na

membrana celular, onde o mesmo exerce sua fungéo de transportador.
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Figura 10 Analise de RT-PCR do efeito do tratamento com all-trans-AR, 13-cis-AR e
veiculo sobre a expressdo do mRNA de NIS das células PCCL3. Células PCCL3 foram
tratadas por 72h, depois o RNA total foi extraido e submetido a RT-PCR para
determinar os niveis de mRNA de NIS. A, expressdo do mRNA de NIS na tiredide de
rato. B, gel de agarose corado com brometo de etideo representando os niveis de
expressdo de mRNA de NIS nos tratamentos com veiculo, all-trans-AR e 13-cis-AR.
PM, peso molecular. A seta representa a banda de 400 pares de base.
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Figura 11 Marcagdo de NIS foi feita nas células PCCL3 com anticorpo anti-NIS
(vermelho) e Dapi foi usado para marcar o nucleo (azul). Células foram mantidas na
presenca de TSH com veiculo (B), all-trans-AR (C) ou 13-cis-AR (D). A
imunofluorescéncia de NIS nestas células foi analisada por microscopia confocal.
Controle negativo (A).
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3) Relacao entre a expresséo dos receptores de AR e  a captacao de iodeto:

O repertorio de receptores de acido retindico que a célula expressa pode ter um
importante papel na resposta ao AR. Por isso, determinamos quais receptores de acido
retindico a célula PCCL3 expressa na auséncia e na presenca de &acido retindico.
Observamos que na auséncia de AR, as células expressam a maioria dor receptores,
exceto o0 RARy. Além disso notamos que o RARPB e o RXRy estavam localizados no
citoplasma, diferente dos outros receptores que tém localizacdo no nucleo (Figura 12).

Na presenca tanto de all-trans-AR quanto de 13-cis-AR notamos que a maioria
dos receptores de AR sdo modulados negativamente, exceto 0 RXRa e o RXR[(
(Figura 13). Na Tabela 4 estd resumida a relacdo encontrada entre a captagédo de

iodeto e o repertério de receptores.
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Figura 12 Expressdo dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 tratadas na
presence de TSH (vermelho). RARa (B), RARB (C), RARy (D), RXRa (E), RXRp (F),
RXRYy (G). Ao lado de cada figura esta a respectiva marcagdo para o nucleo da célula
com DAPI (azul). A, controle negativo.
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Figura 13 ApoOs 72h de tratamento com All-trans-AR e 13-cis-AR as células PCCL3
apenas continuam expressando os receptores RXRa e RXR[ (em vermelho). Ao lado
de cada figura esta a respectiva marcacgéo para o nucleo da célula com DAPI (azul).
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Captacao
RARa RARS RARy RXRa RXRS RXRy
de lodeto
-AR X X X X X Normal
+AR X X Diminui

Tabela 4. Relacdo entre a expresséo dos receptores de AR e a captacao de iodeto na
auséncia e presenca de AR.

A partir destes resultados notamos que deve existir uma relacao entre o efeito do
AR em diminuir a captacdo de iodeto e o repertdrio de receptores de AR expresso na

célula no momento do tratamento. Neste momento surgem duas hipéteses:

1) Sera que a diminuicdo da captacdo de iodeto ocorre devido a perda da expresséo
dos receptores RARa, RARS e RXR)?

2) Sera que a diminuicdo da captacdo de iodeto ocorre devido a ligacdo do AR nos

homodimeros ou heterodimeros formados pelos receptores RXRa e RXRS?

4) Papel do TSH como modulador da expressao dos rec  eptores de AR:

Sabe-se que na auséncia de TSH ocorre reducdo da funcdo do tiredcito,
inclusive na captacdo de iodeto. Determinamos se 0 mesmo ocorre nas células PCCL3
e se 0 AR tem algum efeito na auséncia de TSH. Os resultados nos mostram que apés
48h sem TSH as células PCCL3 param de captar o iodeto e o tratamento com AR ndo
diferiu do veiculo quando na auséncia TSH (Figura 14A). Apo6s 48h sem TSH
observamos que o NIS é expresso em menor quantidade e, além disso, fica acumulado
na regido perinuclear, o que explica a reducdo da captacdo de iodeto nesta situacao
(Figura 14B ).
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Figura 14 Influéncia do TSH para a resposta ao AR. A, Efeitos do all-trans AR, 13-cis
AR ou veiculo no acimulo de iodo na células PCCL3 sem TSH por 48h. B, representa a
microscopia confocal para marcacdo de NIS das células PCCL3 apds 48h sem TSH. Os
resultados foram normalizados pela quantidade de proteina quantificada pelo método
de Bradford. *p<0.05 versus outros grupos.

Observamos que na auséncia de TSH os receptores de AR sdo modulados
negativamente, com excec¢do dos RXRa e RXR[3, assim como ocorreu apos tratamento

por AR (Figura 15).
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Figura 15 Expressdo dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 tratadas na
auséncia de TSH (vermelho). RARa (A), RARB (B), RARy(C), RXRa (D), RXRp (E),
RXRYy (F). Ao lado de cada figura esta a respectiva marcagédo para o nucleo da célula
com DAPI (azul).

Esses resultados, assim como os do tratamento com AR, sugerem que a
diminuicdo da captacdo de iodeto poderia ter relacdo com o repertério de receptores
expressos, pois tanto o AR quanto a auséncia de TSH reduzem a captacao e diminuem

a expressao dos mesmos receptores de AR.

5) A reposicdo do TSH restaura a captacdo sem norma lizar a expressdo dos
receptores de AR:

Fizemos a reposicdo do TSH por 48h apds a retirada do TSH também por 48h e
avaliamos a captacao de iodeto e a expressao dos receptores de AR. Observamos que

apos reposicdo do TSH a captacao é restabelecida, sendo inclusive significativamente
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maior que a captacao das células que nado foram privadas de TSH por 48h (Figura 16).
Quanto a expressao dos receptores, observamos que no momento em que foi feita a

captacao de iodeto a expresséo dos receptores de AR néo retornou (Figura 17).

Figura 16 Reposi¢cdo do TSH por 48h apds 48h em meio sem TSH. Resultados sao

1501

100+

504

Captacao de lodeto
(% do +TSH)

0=

expressos como % do veiculo. Os resultados foram normalizados pela quantidade de
proteina quantificada pelo método de Bradford. #P<0,05 versus +TSH. *P<0,05 versus
+TSH.
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Figura 17 Expresséo dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 apos 48h de
reposicao com TSH (vermelho). RARa (A), RARB (B), RARy(C), RXRa (D), RXRp (E),

RXRy (F). Ao lado de cada figura esta a respectiva marcacdo para o nucleo da célula
com DAPI (azul).

RARa RARS RARYy RXRa RXRSB RXRy Captacgao

de lodeto
+TSH(72h) X X X X X Normal
-TSH (48h) X X Diminui
Reposicéao X X Normal

TSH (48h)

Tabela 5 TSH modulando a captagéo de iodeto e a expressao dos receptores de AR.
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Como observamos na Tabela 5, o TSH exerce seus efeitos sobre a captacdo de
iodeto independentemente do repertério de receptores de AR, apesar de regular a

expressao de alguns desses receptores.

6) Importancia de RXR a e RXR[ para o efeito de diminuir a captacdo de iodeto das
células PCCL3 do AR:

Para tentar responder as perguntas feitas anteriormente, se seria a auséncia de
alguns receptores de AR ou a presenca de outros, que fariam com que o AR exercesse
o efeito de diminuir a captagéo de iodeto, fizemos o tratamento com AR nas células no
momento em que apenas expressavam RXRa e RXR[. Para isso cultivamos as células
por 48h na auséncia de TSH, em seguida adicionamos o AR na presenca de TSH por
48h. Notamos que apos 48h de tratamento com AR ja existe a diminuigdo da captacdo
de iodeto das células PCCL3, e que quando o AR é adicionado na cultura apos 48h
sem TSH, as células diminuem a captagéo de iodeto igualmente (Figura 18).

Apoés 48h de reposicdo com TSH ha normalizacdo da captacdo de iodeto sem
gue haja restauracdo de expressdo dos receptores RARa, RARPB e RXRy, assim
notamos que sua presenca nao é importante para a captacao de iodeto promovida pelo
TSH. Além disso, 0 AR reduziu a captacdo mesmo quando adicionado no momento de
auséncia desses receptores, assim sendo, parece que os efeitos do AR ndo dependem
da ligacdo a essas isoformas de receptores.

Parece que os homodimeros ou heterodimeros formados pelos receptores RXRa
e RXRB sédo importantes para que o AR diminua a captacdo de iodeto nas células
PCCL3.
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Figura 18 Efeitos do all-trans AR e 13-cis AR ou veiculo sobre o acimulo de iodo nas
células PCCL3 quando tratadas por 48h na presenca de TSH. A) 48h AR + TSH; B) 48h
— TSH e 48h AR + TSH. Resultados sdo expressos % do veiculo. Os resultados foram
normalizados pela quantidade de proteina quantificada pelo método de Bradford.
*p<0.05 versus veiculo; **p<0.05 versus outros grupos.
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DISCUSSAO

V. DISCUSSAO

O co-transportador Na'/lI" (NIS) é uma glicoproteina de membrana que medeia o
transporte ativo de iodeto na glandula tiredide (Dai, 1996). A capacidade de concentrar
iodeto pelo tecido tiredideo é crucial a aplicacdo de radioiodo no diagndstico e
tratamento de doencas benignas e malignas da tiredide. No caso do carcinoma
diferenciado, a captacdo do radiotracador é utilizada para avaliar recorréncia tumoral,
através da pesquisa de corpo inteiro (PCI), e para terapia ablativa com a administracao
de dose elevada de **!| (Coelho, 2006).

Apesar dos carcinomas papilifero e folicular manterem a maioria das
propriedades do tireécito normal, uma variedade de defeitos bioquimicos ja foram
demonstrados. Nessas neoplasias malignas, a expressdo de NIS encontra-se
geralmente diminuida (Lazar, Arturi, Tanaka apud Coelho, 2006). Como conseqliéncia &
encontrada menor capacidade de concentrar e organificar o iodo e de sintese hormonal
nos tecidos carcinomatosos. Opcdes terapéuticas para o carcinoma dediferenciado,
como a radioterapia externa e a quimioterapia, sdo geralmente pouco eficazes e
utilizadas como tratamento paliativo. Em estudos recentes, o acido retindico (AR) tem-
se mostrado atil como terapia rediferenciadora (Coelho, Simon, Grinald apud Coelho,
2006).

O AR é um metabdlito ativo da vitamina A, que regula a taxa de crescimento e
diferenciacdo de varios tipos celulares. Devido a possibilidade das configuracdes cis-
trans da cadeia lateral, existem varios isdmeros do AR: all-trans-AR (tretinoina), 13-cis-
AR (isotretinoina) e 9-cis-AR (Marcus, 2000).

A acdo do AR é obtida através da ligacdo com receptores especificos, que fazem
parte da superfamilia de receptores nucleares. Existem 2 tipos: o receptor de &cido
retindico (RAR) e o receptor de retindide X (RXR). Cada familia apresenta os subtipos
o, B e yv. RAR e RXR atuam como fatores de transcricdo ligante-dependentes,

modulando a expresséo dos genes responsivos ao AR. All-trans-AR liga-se ao RAR e 9-
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cis-AR ao RAR e RXR. A isotretinoina ndo interage com nenhum dos receptores,
entretanto, in vivo isomeriza-se espontaneamente a all-trans e 9-cis e, portanto, ativa
indiretamente tanto RAR, quanto RXR.

O presente trabalho teve como objetivo demonstrar a relacédo entre o efeito do
AR e da tireotrofina na captacdo de iodeto e o repertorio de receptores que a célula
expressa nessas situacgoes.

Utilizamos neste trabalho cultura de linhagem de células normais de tiredide de
rato chamada PCCL3, que mantém in vitro a maioria das caracteristicas diferenciadas
das células tiredideas, como secrecdo de tireoglobulina e captacdo de iodeto (Fusco,
1987).

Analisamos os efeitos do AR na viabilidade celular, morfologia celular e na
captacdo de iodeto. Os isbmeros de AR nado afetaram a viabilidade nem a morfologia
celular (Figuras 6 e 7). Estes dados concordam com o encontrado por Namba e
colaboradores (1993) em cujo estudo o crescimento de células de tiredide normal
humana néo foi alterado pelo tratamento com AR, porém discordam de outros estudos
mostrando diminui¢cdo do crescimento celular em células tiredideas normais humanas e
de porco (Del Senno, 1993; Del Senno, 1994; Frohlich, 2001; Frohlich, 2004). Em
células de carcinoma folicular da tiredide, o tratamento das células com 13-cis-AR
diminuiu o crescimento celular (Van Herle, 1990). Porém, Haugen e colaboradores
mostraram em outras linhagens de carcinoma folicular, que o tratamento com 9-cis-AR
nado alterou o crescimento celular, mas o diminuiu em células de carcinoma anaplasico
(Haugen, 2004). Alguns trabalhos mostraram que o AR aumenta a morte celular de
tiredcitos normais de porco (Frohlich, 1999; Frohlich, 2001; Frohlich, 2004) e de células
anaplasicas (Haugen, 2004). Com relacdo as caracteristicas morfolégicas, nenhum
estudo foi realizado anteriormente.

Os tratamentos com os isdmeros de AR diminuiram a quantidade de iodeto
intracelular (Figura 8). Essa diminuicdo ocorreu por prejuizo na captacdo de iodeto e
ndo no efluxo (Figura 9), além disso, a reducédo da captacdo parece estar relacionada
com a diminuicdo na expressdo de mRNA de NIS (Figura 10) e com sua localizagdo
intracelular (Figura 11). Este dado corresponde ao encontrado por Schmutzler e

colaboradores em 1997, que verificaram em células FRTL-5, haver redugcédo do acumulo
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de iodeto intracelular com o tratamento por AR, correlacionada a diminuicdo da
expressao de NIS. Nesse mesmo trabalho, células de carcinoma folicular tiveram
aumento de expressdo de NIS, sem alteracdo na captacdo de iodeto, e em células
anaplasicas ndo houve alteracdo nem na expressdo nem na funcédo de NIS. Por outro
lado, em culturas primarias de células de tire6ide normal de porco, houve aumento da
captacédo sem alteragdes na expressao de NIS (Frohlich, 2004).

Como ja foi dito, é importante conhecer o repertério de receptores que a célula
expressa em cultura, para entdo podermos determinar o mecanismo de acdo usado
pelo AR naquele sistema. Verificamos que as células, quando cultivadas na presenca
de TSH (ImU/mL), expressam quase todos os receptores exceto o RARy (Figura 12).
Além disso, observamos diferente localizacdo de alguns destes receptores, que
também pode influenciar na resposta ao AR. Poucos trabalhos foram feitos mostrando a
expressao dos receptores de AR nas células tiredideas normais. Del Senno e
colaboradores, em 1994, mostraram neste tipo de células a expressdo de
RARa, mas ndo houve expressdo de RARPB e RXRy. Enquanto Haugen e
colaboradores em 2004, encontraram expressao de RARf(, mas ndo de RXRy. Em
tecidos tumorais a divergéncia € ainda maior como ja foi descrito na introdugao.

J& foi relatado que o status nutricional de retindides afeta o nivel de proteina
ligadora de retindides em animais adultos (Schmutzler, 1998). Além disso, a regulagéo
da expressdo de RAR[ por retindides ja foi demonstrada in vivo e in vitro (Grunt, 2005).
Mostramos em nosso trabalho que os isdbmeros de AR foram capazes de diminuir a
expressdo dos receptores de AR, permanecendo apenas a expressdo dos RXRa e
RXRP (Figura 13).Um estudo publicado em 1992 realizado por Kato e colaboradores
mostrou que a deficiéncia de vitamina A e a sua reposi¢cdo em ratos pode modular a
expressao principalmente de RARPB. Nesse estudo foi observado que a deficiéncia de
vitamina A causou redugcdo na expressdo de RAR[, sem influenciar a expressao do
RARa e RARYy. Ao contrario, a reposi¢cdo da vitamina A fez com que a expressao de
RAR[ voltasse aos niveis normais, a analise de mRNA foi feita por Northern blot e foi
realizada em diversos tecidos periféricos, exceto na tire6ide. Este trabalho ainda

mostrou que nem a vitamina D nem o hormdnio tireoideano, que sdo ligantes de
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receptores que heterodimerizam com o receptor de retindide, foram capazes de
modular a expresséo dos genes dos RARs.

Outro trabalho, publicado em 2006 por Mernitz e colaboradores, mostra o tratamento
de 9-cis-AR em camundongos usados como modelo de céancer de pulméo
(camundongo A/J). Este tratamento resultou em reducdo de 48% do crescimento
tumoral e reducdo de 40% na incidéncia de tumor, além disso, aumentou a expressao

do mRNA do gene de RAR.

Em 1994, Del Senno e colaboradores estudaram em cultura primaria de tireécitos
normais e adenomatosos o efeito do AR. Eles avaliaram se o TSH e o AR poderiam
modular o receptor RARa. Eles ndo encontraram nenhuma modulagéo, pelo menos em
relacdo ao mRNA de RARa. Ja em 1998 foi mostrado o efeito do AR na expressao de
seus receptores em diferentes linhagens de células, FTC-133 e FTC-238, derivadas de
carcinoma folicular, e Hth74 e C643, derivadas de carcinoma anaplasico. O RARa foi
reduzido nas células anaplasicas apos o tratamento com AR, j& 0 RARp foi estimulado
pelo AR nestas células, sendo que todos estes resultados forma adquiridos usando RT-
PCR semi-quantitativo (Schmutzler, 1998).

Células de cancer de ovario e mama, quando tratadas com inibidor do receptor de
EGF, tém a expressdo de RAR[, aumentada (Grunt, 2005). Os receptores de EGF
possuem uma importancia crucial para a transformacdo maligna, progressao,
diagnostico, prognoéstico e tratamento de varios tipos de cancer. Cerca de 30% dos
canceres de mama e ovario superexpressam este receptor, que é indicativo de um
prognostico desfavoravel. O RAR se distingue dos outros receptores por dois fatores:
primeiro, a interagdo do RAR[PB com co-repressores € mais ineficiente, entdo os
heterodimeros contendo RAR[P s&o mais responsivos a retindides do que aqueles que
ndo o contém. Segundo, em contraste com 0s outros receptores de retindides, que
requerem ativacdo pelo ligante para transreprimir AP-1, RARP reprime AP-1 ja na
auséncia de ligante. Assim o RARB € um importante mediador dos efeitos bioldgicos
dos retindides e atua como um inibidor constitutivo da atividade de AP-1. Estes

achados sugerem que uma ligacdo entre receptor de EGF/retindide pode gerar um
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grande potencial para o design de drogas anticancer usando inibidores do receptor de
EGF e retindides (Grunt, 2005).

Foi demonstrada por Féart e colaboradores que células mononucleares de sangue
periférico de pacientes com hipotireoidismo apresentavam diminuicdo da expressao de
alguns receptores nucleares de retindides, como RARa e RARYy. Isto sugere que 0s

hormonios tiredideos podem regular a expressao dos receptores de retindides.

Em 2004, Rousseau e colaboradores mostraram que células de cancer de mama
positivas para o receptor de estrogénio quando tratadas com AR aumentam a
expressao dos receptores RARa e 3, 0 que ndo ocorre com as células negativas para o
receptor de estrogénio (Ctrl), sendo que aumentou muito mais o receptor RARp. Isto
sugere uma relagdo entre a presenca do receptor de estrogénio e a sensibilidade ao
AR. Estas células de cancer de mama positivas para o receptor 3 de estrogénio ERf,
tém seu crescimento inibido apds tratamento com AR, 0 que sugere também que o

RARp esteja relacionado com a inibicdo do crescimento celular (Rousseau, 2004).

Outro trabalho publicado por Elisei e colaboradores (2006) mostrou que apenas as
linhagens celulares que expressaram o RAR[ tiveram inibicdo da proliferacédo celular
guando tratadas com all-trans AR, porém nao tiveram variacdo da captacdo de iodeto.
Estes células sdo derivadas de carcinoma folicular (WRO) e carcinoma folicular pouco
diferenciado (NPA), enquanto que as células derivadas de carcinoma anaplasico (ARO
e FRO) e medular (TT) ndo sofreram efeito do tratamento com AR, e n&o expressaram
0 RAR.

Este resultado difere do mostrado em 2004 por Haugen e colaboradores, onde,
usando RT-PCR, foi mostrado que as células WRO né&o expressavam nem estimulavam
via 9-cis-AR, o0 gene de RAR[, assim como ndo houve inibicdo do crescimento apds o
tratamento com AR 0 que concorda com a hipotese de que a presenca do RAR[ &
requerida para a inibicdo do crescimento. A razdo pela qual a expressdo do RAR[
estava presente nas células WRO desses autores (Haugen, 2004), mas ndo nas células
WRO de outros laboratérios é dificil de explicar; uma possibilidade sugerida pelo grupo

€ gue elas sofram algumas mudancas durante as passagens.
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A modulacdo da expressdo dos receptores de AR pode ocorrer por mecanismos
epigenéticos. Mecanismos de silenciamento epigenético de genes supressores de
tumor tém sido relacionados a carcinogénese e o RAR[B é codificado por um gene
supressor de tumor freqlientemente silenciado durante a carcinogénese (Mongan,
2005). Histonas desacetilases (HDAC) e DNA metiltransferases (DNMT) tém um papel
fundamental e temporal de regulacéo da expresséo génica. Foi mostrado que inibidores
de HDAC, incluindo a trichostatina A, pode induzir diferenciagcdo e inibicdo de
crescimento de muitos tipos de células de cancer in vitro (Kelly, 2002). Estudos futuros
serdo feitos para determinar se a diminuicdo da expressdo dos receptores de AR
ocorreu por mecanismos de silenciamento epigenético, para isso usaremos 0 acido
valprdico, um inibidor de HDAC, e avaliaremos se existe restauracdo da expressao dos
receptores de AR, o que ja foi demonstrado em células de cancer de mama (Mongan,
2005).

O horménio estimulador da tireéide (TSH) € o regulador hormonal primario da
funcdo tiredidea e é conhecido por estimular a captacdo de iodeto na tiredide (Vassart
apud Riedel, 2001). Nenhuma captacédo de iodeto € detectada em humanos cujos niveis
séricos de TSH foram suprimidos e ja foi demonstrado tanto in vivo quanto in vitro que o
TSH é capaz de aumentar a captacdo de iodeto e a transcricdo de NIS na tiredide de
ratos (Martino apud Riedel, 2001). Além disso, foi observado por Riedel e
colaboradores que na auséncia de TSH o NIS é redistribuido da membrana plasmatica
para o compartimento intracelular. Isto sugere que sob deprivacdo de TSH, a perda da
captacdo de iodeto pode ser devido a redistribuicdo intracelular de NIS. Nas células
PCCL3 também observamos a reducdo da captacédo de iodeto apos 48h de cultivo na
auséncia de TSH (Figura 14a) e, por microscopia confocal, observamos que o NIS se

encontra no espaco intracelular (Figura 14b ).

Na tentativa de mostrar relacdo entre os efeitos do TSH e do AR na funcéo de
NIS, avaliamos a expressdo dos receptores de AR apos 48h de cultivo sem TSH.
Observamos que houve modulacdo negativa da expressdo dos receptores de AR,
restando apenas a expressdo do RXRa e RXR[3 (Figura 15), assim como havia ocorrido
com o tratamento com AR. Porém notamos que apos a reposi¢cao por 48h com TSH,

apesar do retorno da captacéo de iodeto a niveis normais (Figura 16 ), a expressdo dos



68

receptores continua baixa. (Figura 17). Isto nos sugere que ndo deve existir uma
relacdo direta entre a falta dos receptores de AR e a reducao da captacédo de iodeto,
pelo menos na auséncia do AR, ou seja, a simples auséncia de receptores nao
determina uma reducdo da captacdo de iodeto, desde que se tenha TSH. Outra
hipotese seria de que o RXRa e RXR[, que permanecem expressos, teriam maior
importancia sobre a modulagcdo negativa da expressdao de NIS que o0s outros

receptores.

Por fim, mostramos neste trabalho que o efeito que o AR exerce na diminui¢do
da captacdo de iodeto continua ocorrendo mesmo com a maioria dos receptores nao
sendo expressos (Figura 18). No Esquema 3 esta sendo mostrado o modelo proposto
para a regulagdo da captacdo de iodeto via receptores de &cido retindico RXRa e
RXRB. Como o efeito do AR, na diminuicdo da captacédo de iodeto, ocorre quando na
presenca apenas dos receptores RXRa e RXR[3, podemos sugerir que o AR deve se
ligar aos homo ou heterodimeros formados por estes receptores e assim, modular
negativamente a expressao do NIS e, portanto, diminuir a captacdo de iodeto. Além
disso, o &cido retindico pode usar este mesmo mecanismo de acdo para impedir a

translocacdo do NIS para membrana plasmatica.
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Esquema 3 Possivel mecanismo usado pelo acido retindico para regulagédo da expresséo e da
translocacdo de NIS para membrana plasmética. A regulacéo pode ocorrer devido a interagéo
dos AR com as isoformas RXRa e RXR[3 dos receptores de AR.

Portanto sabemos que as acbes do AR sdo mediados pela ligacdo aos
receptores nucleares (RARS), que atuam como fatores de transcricdo induzida por
ligante formando heterodimeros com os receptores de retindide X (RXRs) e ligando ao
elemento responsivo ao AR (RARE) localizado na regido regulatoria dos genes alvo
(Chambon, 1996). No entanto, existem evidéncias de que o0s receptores nucleares
podem mediar efeitos rapidos extragendmicos que estimulam as vias de sinalizacéo por
mecanismos ainda ndo compreendidos, que s&o independentes da ligacdo dos
receptores ao elemento responsivo ao DNA (Parker, 2002). Em 2006, Aggarwal e
colaboradores, mostraram acdo nao classica do AR ativando a proteina de ligacdo ao
elemento responsivo ao AMP ciclico (CREB) em células epiteliais normais de brénquio
humanas. Foi mostrado que o AR ativa CREB independentemente dos receptores de

AR, ja que, mesmo estando estes silenciados por pequenos RNAs de interferéncia
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(siRNA), houve ativacdo. Além disso, a inibicdo de PKC ou ERK1/2 bloqueiam a
ativacdo de CREB mediada pelo AR. Logo, existe ainda uma segunda possibilidade de
mecanismo de acdo do AR que sera por mecanismos independente dos seus
receptores, ativando diretamente vias de sinalizacdo citoplasmatica como as vias de
PKC e MAPK.
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RESUMO DOS RESULTADOS

VI. RESUMO DOS RESULTADOS

» O acido retindico nao influencia a viabilidade celular nem a morfologia das
células PCCL3;

» Ocorre diminuicdo da quantidade de iodeto intracelular com o tratamento de
AR na dose de 1uM por 48 e 72 horas;

» Esta diminuicdo ndo acontece devido ao aumento do efluxo de iodeto, mas

por alteragdes no NIS;

* Osisdmeros do AR diminuem a expressao do mRNA de NIS;

» Apesar da reducdo do mRNA de NIS, a proteina NIS continua sendo
expressa (meia-vida longa), porém existe diminuicdo da sua localizagdo na

membrana plasmatica;

» As células PCCL3 quando cultivadas na presenca de TSH expressam quase
todos os receptores de AR, exceto o RARy. Além disso, observamos que
alguns receptores foram expressos também no citoplasma, como o0 RARP e o
RXRYy.

» O tratamento com os isdbmeros de AR fizeram com que as células PCCL3
diminuissem a expressdo dos RARa, RARB e RXRy e continuassem

expressando apenas os receptores RXRa e RXR[;
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Na auséncia do TSH as células diminuem sua capacidade de captacdo de
iodeto e também diminuem a expressao dos receptores de AR, continuando a

expressar apenas o RXRa e o RXR[;

Com a reposicdo do TSH a célula PCCL3 volta a captar iodeto, inclusive
significativamente mais do que as células que ndo tiveram a retirada do TSH.
Porém ndo houve retorno da expresséo dos receptores. Portanto o TSH atua

independentemente do repertdrio de receptores de AR presente;

Quando os isébmeros de AR foram administrados no momento que a célula
expressava apenas o0s receptores RXRa e o RXR[, a célula continuou tendo

sua captacédo reduzida.
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CONCLUSOES

VIlI. CONCLUSOES

1) Os isbmeros do AR diminuem a captacdo de iodeto por células PCCL3, mesmo
na presenca de TSH. Essa acdo ocorre mesmo na auséncia dos receptores
RARa, RARB e RXRY.

2) A diminuicdo do NIS pelo AR ocorre devido a diminuicdo da expressdo do mRNA

do NIS. Ha ainda diminuicdo da presenca do NIS na membrana plasmaética.

3) O TSH modula positivamente a expresséo dos RAR e RXR, entretanto sua acao

estimulatéria sobre o NIS ndo depende da presenca desses receptores.

4) Os isdbmeros de AR modulam negativamente a expressao dos receptores RARaQ,
RARPB e RXRy e podemos inferir que a diminui¢éo de .NIS ocorra pela ligagédo do
AR aos receptores RXRa e RXR[B ou por mecanismos nao classicos

independentes dos receptores de AR.
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ANEXO



Tipos de Prigem ratamento Crescimento Viorte ecrecdo de Sintese de vacao aptacéo Expressao Referéncias

Células Celular Celular ireoglobulina TBeT4 e D1 de iodeto de NIS

UCLA RO 82W-1 (folicular) Humana 13-cis AR Diminui Diminui Aumenta \an Herle AJ, 1990
Tire6ide normal Porco AR (Qual ?) Diminui Hishinuma A., 1992
Tire6ide normal Humana AR (Qual ?) néo altera Diminui Namba H., 1993
Tiredide normal Humana All-trans AR Diminui nao altera del Senno L., 1993
Tire6ide normal Humana AR (Qual ?) Diminui del Senno L., 1994
FTC-133 e FTC-238 Humana All-trans, 9-cis e 13-cis AR Aumenta Schreck R., 1994
Linhagem anaplasica Humana All-trans, 9-cis e 13-cis AR nao altera Schreck R., 1994
FTC-133 e FTC-238 Humana All-trans AR nao alterou Aumenta Schmutzler C., 1997
HTh74 e C643 (anaplasicos) Humana All-trans AR n&o alterou ndo alterou |Schmutzler C., 1997
FRTL-5 Rato All-trans AR Diminui Diminui Schmutzler C., 1997
Tiredide normal Porco Retinol Aumenta Frohlich E., 1999
MCF-7 (tumor mama) Humana All-trans AR Aumenta Aumenta Kogai T., 2000
Tiredide normal Porco Retinol Diminui Aumenta Diminui Frohlich E., 2001
MCF-7 (tumor mama) Humana 9-cis AR Aumenta Aumenta Tanosaki S., 2003
Tiredide normal Porco Retinol Diminui Aumenta Aumenta nao alterou |Frohlich E., 2004
MRO e WRO (folicular) Humana 9-cis AR nédo altera Haugen BR., 2004
DRO (anaplasico) Humana 9-cis AR Diminui Aumenta Haugen BR., 2004

Tabela 1. Resumo dos resultados dos tratamentos com acido retindico em células normais e tumorais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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