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RESUMO 

 

MODULAÇÃO DA CAPTAÇÃO DE IODETO E DA EXPRESSÃO DOS RECEPTORES 

DE ÁCIDO RETINÓICO (RAR E RXR) PELA TIREOTROFINA E PELO ÁCIDO 

RETINÓICO EM CÉLULAS TIREÓIDEAS NORMAIS PCCL3 

Elaine Cristina Lima de Souza 

Orientadora: Denise Pires de Carvalho 

Co-orientador: Luiz Eurico Nasciutti 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Ciências Biológicas (Fisiologia), Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção 

do título de Mestre em Ciências Biológicas (Fisiologia). 

 

O ácido retinóico (AR) tem sido usado para o tratamento rediferenciador do 

carcinoma diferenciado avançado da tireóide. Pouco se sabe sobre a regulação dos 

receptores de AR na tireóide. Na tentativa de determinar o mecanismo usado pelo AR, 

tivemos como objetivo avaliar os efeitos do ácido retinóico sobre a função do co-

transportador sódio/iodeto (NIS) e a regulação da expressão dos receptores de ácido 

retinóico RAR (α, β e γ) e RXR (α, β e γ) na linhagem de células tireóideas PCCL3. As 

células PCCl3 foram tratadas por 72 horas com 1µM de all-trans-AR, 1µM de 13-cis-AR 

ou veículo (0,1% etanol), na presença ou ausência de TSH. O AR não alterou a 

viabilidade celular medida pelo MTT. Também não encontramos alterações provocadas 

pelo AR na morfologia celular, quando analisada por microscopia de contraste de fase. 

O AR diminuiu significativamente a captação de iodeto pelas células, assim como a 

expressão do mRNA do NIS avaliada por RT-PCR. Apesar desta diminuição, a proteína 

NIS continuou presente devido a sua meia-vida longa, porém o tratamento com AR 

diminuiu a sua translocação para a membrana plasmática. A avaliação da expressão e 

localização celular dos receptores foi feita por imunocitoquímica. Observamos que os 

receptores RARα, RXRα, RXRβ, RXRγ estão expressos e localizados no núcleo das 

células. O RARβ localizou-se no citoplasma celular. O receptor RARγ não está expresso 

nestas células. O tratamento com AR regulou negativamente a expressão de dois 
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receptores de AR, o RARα e o RARβ. Na ausência de TSH por 48h observamos 

diminuição da captação de iodeto e diminuição significativa na expressão desses 

receptores. Ao repormos o TSH por 48h, observamos que há retorno da captação de 

iodeto sem o retorno da expressão dos receptores RARα e RARβ. Nesse momento, as 

células que não expressam os RARs foram tratadas com AR e TSH. Observamos a 

mesma redução da captação de iodeto observada quando o tratamento foi feito na 

presença dos receptores. Concluímos que o AR diminui a captação de iodeto das 

células PCCL3 devido à reduzida expressão de mRNA do NIS e por este não conseguir 

translocar-se eficientemente para a membrana. A célula PCCL3 expressa quase todas 

as isoformas dos receptores de AR, exceto o RARγ, pelo menos quando na presença 

de TSH. O TSH e o AR modulam positiva- ou negativamente os receptores RAR, 

respectivamente. A reposição do TSH restabelece a captação de iodeto sem que seja 

necessária a re-expressão dos receptores RAR. O tratamento com AR diminuiu a 

captação de iodeto mesmo quando feito na ausência dos RARs, sugerindo que o AR 

possa atuar diminuindo a captação de iodeto via os RXRs ou por efeitos não 

genômicos.  

 

Palavras-chave: Captação de Iodeto, Ácido Retinóico, Receptores RAR e RXR, Células 

tireóideas PCCL3. 

 

Rio de Janeiro 

Fevereiro, 2008. 
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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 Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em 

Ciências Biológicas (Fisiologia), Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Universidade 

Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção 

do título de Mestre em Ciências Biológicas (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 (α, β e γ) and RXR (α, β e γ) expression 

in the normal thyroid cell line PCCL3. PCCL3 cells were treated during 72 hours with all-

trans-RA (1µM), 13-cis-RA (1µM) 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 RARα, RXRα, RXRβ and RXRγ receptors were 

expressed and localized in nucleus. RARβ was localized in the cellular cytoplasm. RARγ 

receptor isn’t expressed in these cells. RA treatment promoted downregulation of RARα, 

RARβ and RXRγ.  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 
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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 RARγ, 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: Iodide Uptake, Retinoic Acid, RAR and RXR Receptors, Thyroid cell line 

PCCL3. 

 

Rio de Janeiro 

Fevereiro, 2008 
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ABREVIATURAS 

 

AMPc    monofosfato cíclico de adenosina  

AP-1   fator de transcrição 

AR   ácido retinóico 

ARO , FRO, ATC linhagem de células derivadas de carcinoma anaplásico humano  

cDNA  DNA complementar 

CDT   carcinoma diferenciado da tireóide 

CRE   elemento responsivo ao AMPcíclico 

CREB   proteína ligadora de CRE 

D1   iodotironina desiodase tipo I 

DMSO dimetilsulfóxido 

DNA   ácido desoxiribonucléico 

DNMT   DNA metiltransferase 

DO   densidade óptica 

EGF   fator de crescimento epitelial 

ER   receptor de estrogênio 

ERK1/2  cinase regulado por sinal extracelular  

F9    linhagem de células de carcinoma embrionário murino 

FA   adenoma folicular 

FRTL-5  linhagem de células de tireóide normal de rato 

FTC   células derivadas de carcinoma folicular 

FTC-133  linhagem de células derivadas de carcinoma folicular humana 

GAPDH  gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

HBSS Tampão Hank’s Balanced Salt Solution 

HDAC   Histona desacetilase 

H2O2   peróxido de hidrogênio 

Hth74 e C643          células derivadas de carcinoma anaplásico humana 

KClO4 perclorato de potássio 

LPA    leucemia promielocítica aguda 
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MIT     Massachusetts Institute of Technology 

MMI   metimazole 

MTC   carcinoma medular da tireóide 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy methoxyphenyl)-2-(4-

ulfophenyl)-2H-tetrazolium) 

mRNA   ácido ribonucléico mensageiro 

NADPH  fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo  

NIS   co-transportador sódio/iodeto 

NPA  linhagem de células derivadas de carcinoma folicular pouco 

diferenciado  

NTF-1   NIS-TSH-responsive factor 

Nthy-ori 3-1   linhagem de células de tireóide normal humano 

NUE   NIS upstream enhancer  

ORF    fita aberta de leitura 

PAX-8  fator de transcrição de domínio pareado 

PCCL3 linhagem de células de tireóide normal de rato 

PCI   pesquisa de corpo inteiro 

PKA    proteína cinase A 

PKC   proteína cinase C 

PTC   carcinoma papilífero 

PTU   6n-propil-tiouracil 

RAR   receptor de ácido retinóico 

RARE   elemento responsivo ao ácido retinóico 

RT-PCR  transcriptase reversa – reação da polimerase em cadeia 

RXR   receptor de retinóide X 

SFB soro fetal bovino 

siRNA  pequeno RNA de interferência 

SLC5A5   família de carreadores solúveis 

TT   células derivadas de carcinoma medular da tireóide  

T3   3, 5, 3’ – triiodotironina 
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T4   3, 5, 3’, 5’-tetraiodotironina ou tiroxina 

Tg    tireoglobulina 

ThOX1  oxidase da tireóide 1 

ThOX2  oxidase da tireóide 2 

TITF-1  fator de transcrição tireóideo 1 

TPO   tireoperoxidase 

TPS tampão fosfato de sódio 

TRH   hormônio liberador de tireotrofina 

TSH   hormônio estimulador da tireóide ou tireotrofina 

TSHR   receptor para TSH 

UCLA R0 82 W-1  linhagem de células derivadas de carcinoma folicular humano 

WRO   linhagem de células derivadas de carcinoma folicular 
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INTRODUÇÃO 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

1. Importância da Captação de Iodeto pela Glândula Tireóide 

 

A capacidade da glândula tireóide concentrar iodeto é a base da sua síntese 

hormonal e possibilitou o diagnóstico e a terapia de doenças tireóideas benignas e do 

câncer da tireóide com iodo radioativo. No início de 1896, Baumann descreveu pela 

primeira vez que a glândula tireóide concentra iodo num fator de 20 a 40 vezes em 

relação ao plasma, em condições fisiológicas (Baumann apud Riesco-Eizaguirre e col., 

2006). Dada a extraordinária importância do iodo na tireóide, muitos pesquisadores 

começaram a ampliar o conhecimento sobre a fisiologia e as doenças da tireóide. Em 

1942, pesquisadores do MIT (Massachusetts Institute of Technology), mostraram que a 

sua capacidade de concentrar iodo possibilitava o diagnóstico e, eventualmente, a 

destruição das células tireóideas com iodo radioativo (Hertz, 1942 e Hertz & Roberts, 

1942). Desde então, centenas de pacientes têm recebido radioiodo com objetivos 

médicos, melhorando significativamente o tratamento das doenças da tireóide. Em 1996 

foi feita a clonagem do co-transportador sódio/iodeto, NIS, primeiro em ratos (Daí, 1996) 

e logo após em humanos (Smanik, 1996). Isto proporcionou o melhor entendimento da 

fisiopatologia da tireóide e abriu um promissor campo na pesquisa do câncer, além de 

abrir novas fronteiras como a busca de estratégias para reexpressar o NIS endógeno 

na tireóide e no câncer de mama, assim como tentar induzir expressão ectópica do NIS 

por transfecção do NIS em cânceres não-tireóideos (Dohan, 2003). Assim, no futuro, a 

terapia com radioiodo poderá ser estendida aos cânceres não-tireóideos. O 

conhecimento mais aprofundado do NIS e de seus reguladores é extremamente 

importante para futuras aplicações clínicas. 
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1.1) A Molécula de NIS e sua Função 

 

 O co-transportador sódio/iodeto (NIS) é uma glicoproteína integral de membrana 

que medeia o transporte ativo de iodeto para dentro da célula folicular, o primeiro passo 

para síntese dos hormônios tireóideos. Ele faz o co-transporte de dois íons sódio (Na+) 

juntamente com um íon iodeto (I-), dependendo, portanto do gradiente eletroquímico de 

sódio mantido pela Na+/K+ ATPase sensível à oubaína (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 

síndrome de Pendred) (Scott, 1999) e outros transportadores ainda não identificados. 

Assim, a polarização celular tem um papel fundamental para o correto transporte de 

iodeto. Na face extracelular da membrana apical a tireoperoxidase (TPO) catalisa a 

oxidação do iodeto o qual se liga a resíduos tirosina da tireoglobulina (Tg), assim como 

o acoplamento oxidativo de duas iodotirosinas que origina triiodotironina (T3) e tiroxina 

(T4). Este processo, chamado de organificação do iodo, ocorre na grande molécula de 

Tg acumulada no colóide da luz folicular e pode ser inibido pelo propiltiouracil (PTU) e 

metimazole (MMI), inibidores da atividade da enzima TPO. A TPO não possui atividade 

biológica na ausência de H2O2, que é o fator limitante para iodação da tireoglobulina 

quando o suprimento de iodeto é normal. O sistema de geração de H2O2 é cálcio 

dependente e transmembrana, sendo as principais enzimas envolvidas as oxidases da 

tireóide 1 (ThOX1) e 2 (ThOX 2), também chamadas “Duox” por serem oxidases duais 

que pertencem a família da nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato hidrogênio 

(NADPH) oxidase (NOX) que foram recentemente clonadas (De Deken, 2000). Depois 

da endocitose e degradação fagolisossomal da tireoglobulina, T3 e T4 são liberados na 

circulação. O processo inteiro, incluindo transporte de iodeto e expressão de NIS, é 

regulado pelo hormônio estimulador da tireóide (TSH), que interage com o receptor de 

TSH (TSHR; receptor transmembrana acoplado a proteína G estimulatória) localizado 

na membrana basolateral e estimula as vias relacionadas ao AMP cíclico.  

O gene do NIS humano está localizado no cromossoma 19p12 -13.2, e codifica 

uma glicoproteína de 643 aminoácidos com uma massa molecular de aproximadamente 

70-90 kDa. O gene é constituído de 15 exons interrompidos por 14 íntrons e tem uma 
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fita aberta de leitura (ORF) de 1929 nucleotídeos. Como um membro da família de 

carreadores solúveis (SLC5A5), que usam o gradiente eletroquímico de sódio como 

força motriz, o NIS é formado por 13 segmentos transmembrana com a face N-terminal 

para o meio extracelular e o COOH-terminal para a face citosólica (Figura 2 ) (Levy, 

1997). Existem três tipos de glicosilação na forma madura do NIS, mas ela não parece 

ter um papel importante na estabilidade, atividade e endereçamento para a membrana 

plasmática (Levy, 1998). O NIS é também uma fosfoproteína, e a maioria da 

fosforilação ocorre na região COOH terminal (Riedel, 2001).  

 

     
 
Figura 1.  Esquema representativo da biossíntese dos hormônios tireóideos. Adaptado de Filetti 
e col; 1999. 
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Figura 2.  Modelo da estrutura secundária do NIS. Adaptado de Dohan e col; 2000. 

  

1.2) Regulação de NIS por Tireotrofina 

 

 A tireotrofina (TSH) é o principal regulador hormonal da função tireóidea e a 

maioria das suas ações é mediada pela ativação da adenilato ciclase através da ligação 

a proteína Gαs. Tem sido mostrado que o TSH estimula o transporte de iodeto para 

dentro das células tireóideas via AMPcíclico de maneira dependente de síntese protéica 

(Weiss, 1984 e Nissim, 1987). Depois da clonagem do NIS, muitos estudos revelaram 

que pelo menos dois mecanismos são usados pelo TSH para regular o transporte de 

iodeto. O primeiro e mais óbvio é a transcrição do gene do NIS, positivamente regulada, 

em estudos in vitro (Kogai, 1997 e Ohno, 1999) e in vivo. O segundo refere-se à 

indução da atividade da proteína NIS (Riedel, 2001 e Paire, 1997), por modificações 

pós-transcricionais, que são essenciais para o tráfego 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 últimos anos. Existem duas principais regiões regulatórias: parte do promotor 

proximal de NIS localizado entre os nucleotídeos -124 e – 420, relativo ao sítio de início 

da transcrição, e o NIS upstream enhancer (NUE) localizado entre os nucleotídeos  -

2260 e – 2495 (Figura 3 ) (Ohno, 1999 e Taki, 2002). O promotor proximal de NIS 

contém sítios de ligação para TITF-1 (Endo, 1997), NTF-1 (NIS-TSH-responsive factor) 

(Ohmonri, 1998), e Sp-1 (Xu, 2002), enquanto o NUE contém os sítios de ligação para 

PAX-8 e TITF-1 e uma seqüência símile ao elemento responsivo ao AMPcíclico (CRE). 

Embora a importância destas regiões e fatores precisem ser mais estudadas, está claro 

que NUE é essencial para a atividade transcricional do NIS e que a interação funcional 

entre PAX-8 e o fator de ligação à seqüência símile ao CRE é necessária para ativar a 

transcrição, específica da tireóide, de maneira dependente de AMPcíclico. Ao contrário, 

o TITF-1 parece não ser necessário para induzir a transcrição dependente de NUE 

(Ohno, 1999 e Taki, 2002). 

 

 

 

 

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

 

 O NIS precisa se localizar na membrana para ser totalmente funcional. Isto é 

importante para o transporte de iodo na tireóide e é o princípio da radioiodoterapia para 

o câncer de tireóide. A diminuição na captação de iodeto observada em muitos 

cânceres de tireóide é devido ao não endereçamento do NIS para a membrana 

plasmática. Portanto, é interessante elucidar os mecanismos que regulam a distribuição 

subcelular de NIS. 

 Depois da deprivação do TSH, células de tireóide de rato em cultura ainda 

expressam NIS por muitos dias devido à sua longa meia-vida (3 a 5 dias), mas a 

proteína não 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 plasmática (Riedel, 2001). Como o NIS é uma fosfoproteína 

e a fosforilação foi relatada como tendo um papel no endereçamento de outros 

transportadores para a membrana, foi postulado que este seria o mecanismo 

responsável pela regulação pós-transcricional do NIS pelo TSH. De fato, o padrão de 

fosforilação do NIS parece ser parcialmente modulado pelo TSH, de modo dependente 

de PKA (Riedel, 2001). No entanto, ainda não se sabe se a fosforilação do NIS está 

envolvida no endereçamento e retenção do NIS na membrana plasmática basolateral.  

 

2. Carcinoma Tireóideo 

 

A maioria dos nódulos tireóideos é benigno, com uma incidência de carcinoma em 

cerca de 3% a 4%. Foi notada uma preponderância do sexo feminino entre os pacientes 

que desenvolvem carcinoma da tireóide na faixa etária de adultos jovens e na meia-

idade, talvez havendo alguma relação com a expressão de receptores de estrogênio no 

epitélio tireóideo neoplásico. Por outro lado, os casos que ocorrem na infância e nas 

fases mais avançadas da vida apresentam distribuição equilibrada entre os sexos 

masculino e feminino. Os principais tipos de carcinoma da tireóide e suas freqüências 

relativas são os seguintes: 
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• Carcinoma Papilífero (75% a 85% dos casos) 

• Carcinoma Folicular (10% a 20% dos casos) 

• Carcinoma Anaplásico (< 5% dos casos) 

• Carcinoma Medular (5% dos casos) 

 

Os carcinomas da tireóide são derivados do epitélio folicular, exceto os carcinomas 

medulares; estes são derivados das células parafoliculares ou células C (Kumar, 2005).  

Os carcinomas papilífero e folicular são os chamados carcinomas diferenciados da 

tireóide (CDT), enquanto que o carcinoma anaplásico é um carcinoma indiferenciado. 

 A maioria dos carcinomas papilífero e folicular mantêm a grande parte das 

propriedades do tireócito normal. Com a progressão tumoral, as características 

morfológicas e funcionais dos CDT desaparecem. Isto corresponde a um crescimento 

mais agressivo, espalhamento metastático e perda da captação de iodeto. Esta perda 

de diferenciação é observada em cerca de 1/3 dos pacientes com CDT (Simon, 1998). 

A dediferenciação corresponde à perda de funções específicas da tireóide como 

redução da expressão do receptor de TSH e, principalmente, diminuição da capacidade 

de captação de iodeto, o que torna os tratamentos convencionais ineficazes.  

 Notamos, portanto, que o câncer de tireóide apesar de acometer um pequeno 

número de pessoas, e ser responsável por um baixo índice de mortalidade, pode tornar-

se mais agressivo com a perda da diferenciação e, assim, aumento da mortalidade nos 

pacientes que apresentam este tumor. A partir destas considerações podemos observar 

a necessidade de se buscar terapias coadjuvantes no tratamento do câncer de tireóide, 

principalmente para aqueles que não respondem à terapia com radioiodo, como os 

tumores pouco diferenciados ou indiferenciados.   

Assim, uma das idéias chave para o tratamento seria o uso de substâncias 

capazes de reverter à perda de diferenciação, aumentando principalmente a 

capacidade de captação de iodeto para que possa ser usada a radioiodoterapia. 

Sabendo-se que a perda da captação de iodeto que ocorre no CDT, tornando-o 

irresponsivo a radioiodoterapia, pode ser devida a alterações em diferentes estágios da 

síntese do NIS (Filetti, 1999) (Figura 4 ), faz-se necessária à descoberta de novas 

moléculas capazes de modular estas etapas. 
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Figura 4.  Possíveis alvos de alterações que ocorrem no processo de tumorigênese responsável 

pela perda da captação de iodeto nos tireócitos. 1) Alterações estruturais no gene de NIS; 2) 

Alterações na regulação da transcrição de NIS; 3) Alterações na síntese da proteína NIS; 4) 

Alterações no transporte de NIS para membrana plasmática; 5) Alterações na organificação do 

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

 

 Retinóides são análogos naturais e sintéticos do ácido retinóico, um metabólito 

da vitamina A, e são moduladores específicos da proliferação celular, da diferenciação 

e da morfogênese em vertebrados (Kagechika, 2005). O termo “retinóide” foi 

primeiramente definido pela estrutura química da vitamina A, mas é agora reconhecido 

como o termo biológico para duas classes de ligantes de receptores nucleares que 

medeiam as atividades biológicas do AR, que são o receptor de ácido retinóico (RAR) e 

o receptor de retinóide X (RXR), como proposto por Sporn e colaboradores em 1994 

(Sporn, 1994). Estudos clínicos e experimentais têm revelado que os retinóides regulam 

grande variedade de processos biológicos essenciais, como a morfogênese e a 

organogênese embrionária de vertebrados, a parada do crescimento celular, a 

diferenciação e a apoptose (Sporn 1994; Sporn, 1976; Blomhof, 1994; Kastner, 1995; 

Chambon, 2005). O All-trans ácido retinóico, o mais potente metabólito biologicamente 

ativo da vitamina A, pode corrigir os principais defeitos causados pela deficiência da 

vitamina A em animais adultos (Kastner, 1995). Alguns estudos têm mostrado 

evidências das possibilidades do uso de AR no tratamento e prevenção do câncer 

(Hong, 1997). O mais expressivo exemplo de atividade anticâncer de retinóides é o 

tratamento de pacientes com leucemia promielocítica aguda (LPA), um subtipo de 

leucemia promielogênica aguda, pois a adição de AR na terapia curou 

aproximadamente 72% dos pacientes com LPA (De The, 1990A; Degos, 2001; Lin, 

1999). 

 

3.1) Ácido Retinóico e a Tireóide Normal 

 

O ácido retinóico possui um papel fundamental no crescimento e na 

diferenciação de uma variedade de células. Foi mostrado que os retinóides afetam a 

função tireóidea in vivo. Os primeiros estudos evidenciando efeito da vitamina A na 

função tireóidea foram descritos já na década de 40. Simkins e colaboradores (Simkins, 

1947) mostraram a diminuição dos sintomas de hipertireoidismo em dois pacientes com 

bócio difuso tóxico tratados com altas doses de vitamina A. Além disso, observou-se 
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que ratos com deficiência de vitamina A apresentam aumento das concentrações 

séricas de T3 e T4 e do índice de tiroxina livre (Morley, 1978). Em 1983, Garcin e 

colaboradores, também mostraram que a deficiência de vitamina A em ratos foi 

associada com aumento nas concentrações séricas dos hormônios tireóideos.  

Na década de 90 foram realizados diversos estudos sobre os efeitos do AR em 

cultura de células tireóideas normais. Em 1992, Hishinuma e colaboradores, mostraram 

o efeito do AR na síntese de T4 e T3 em cultura de folículos de tireóide de porcos, 

cultivados sobre gel de colágeno tipo I. Observaram que o AR reduziu em 55% e 44% a 

produção de T4 e T3 respectivamente. Um ano depois, Namba e colaboradores, usando 

cultura primária de tireócitos humanos derivados de tecido tireóideo de doença de 

Graves humano, verificaram que 72 horas de tratamento com AR (0; 0,01; 0,1; 1µM) foi 

capaz de reduzir a expressão de mRNA de TPO e de Tg, diminuir a secreção de Tg, 

porém não afetou a incorporação de timidina tritiada. Del Senno e colaboradores (1993) 

mostraram, em cultura primária de folículos de tireóides humanas derivadas de áreas 

normais da glândula de pacientes que sofreram cirurgia por nódulo solitário não 

funcionante, que o tratamento por 72 horas com All-trans AR (1µM) reduziu a 

incorporação de timidina tritiada e o conteúdo de DNA. Com relação à expressão de 

mRNA de Tg, o AR não teve efeito, porém reduziu a expressão do mRNA da TPO, tanto 

basal quanto a expressão estimulada por TSH.  

Uma importante função tireóidea que parece também ser modulada pelo ácido 

retinóico é a captação de iodeto.  Já foi mostrado o efeito do ácido retinóico sobre a 

expressão de NIS e a captação de iodeto na linhagem FRTL-5 de células tireóideas 

normais de rato. O ácido retinóico promoveu a redução na expressão de NIS, avaliada 

por Northern blot, e também reduziu significativamente a captação de 125iodo 

(Schmutzler, 1997).  

Alguns trabalhos têm mostrado o efeito do AR sobre o eixo hipotálamo-hipófise-

tireóide. Estudos experimentais e clínicos mostram diminuição do nível sérico de TSH, 

redução da resposta do TSH ao hormônio liberador de tireotrofina (TRH) e 

conseqüentemente hipotireoidismo central (Liu, 2002). Mais recentemente, em 2007, 

Tuncel e colaboradores mostraram por PCR em tempo real que, em outra linhagem de 

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

de TSH; e estas modulações parecem ser tempo dependentes.  

 

3.2) Ácido Retinóico e o Câncer de Tireóide 

 

 Sabe-se que os tumores da tireóide podem sofrer dediferenciação e isto pode 

causar dificuldade no tratamento e piorar o prognóstico do paciente. Como o AR possui 

importante função na diferenciação das células tireóideas, ele poderia ser usado para 

tentar rediferenciar a célula tumoral e favorecer o uso do radioiodo no tratamento da 

doença.  No primeiro estudo clínico com AR (Simon, 1996), foram avaliados 11 

pacientes com carcinoma diferenciado da tireóide (CDT) sem capacidade de concentrar 

radioiodo e inoperáveis, por extensa invasão local e/ou metástase à distância. Nesses 

pacientes, a isotretinoína, ou 13-cis-AR (1,5mg/Kg por dia), foi administrada por 5 

semanas. Em 4 pacientes houve resposta satisfatória, com aumento da captação de 

iodeto. Posteriormente, Grünwald e colaboradores estudaram 12 pacientes com os 

mesmos critérios acima e administraram isotretinoína por 2 a 10 meses, na dose de 1,0 

a 1,5 mg/Kg por dia. Cinco pacientes apresentaram aumento na captação de iodeto, 

porém em 3 o aumento foi apenas discreto. Em 1998, foi publicado um trabalho 

mostrando um estudo piloto realizado com 20 pacientes com carcinoma tireóideo 

avançado, incluindo apenas pacientes com carcinoma folicular e papilífero. Destes, 

65% responderam ao tratamento de cinco semanas com 13-cis AR, com redução da 

tireoglobulina sérica, aumento na captação de iodeto e diminuição da massa tumoral 

(Simon, 1998). Um estudo piloto com aplicação de AR em 20 pacientes com carcinoma 

indiferenciado, que não respondiam ao tratamento convencional, mostrou que 8 

pacientes tiveram diminuição ou estabilização do tamanho do tumor e/ou dos níveis de 

tireoglobulina sérica em adição à ativação do transporte de iodeto (Schmutzler, 2000). 

Em 2001, Schmutzler e colaboradores publicaram outro estudo piloto mostrando que, 

de 50 pacientes tratados com ácido retinóico 21 mostraram aumento na captação de 

iodeto depois de 5 semanas. Isto indica que o aumento da atividade de NIS e da 

captação de iodeto pela rediferenciação causada por AR pode ser uma alternativa 

terapêutica para o câncer indiferenciado da tireóide. Em 2002, foi publicado o resultado 
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final do estudo piloto de Simon e colaboradores. Eles obtiveram os seguintes 

resultados: dos 50 pacientes avaliados 30 mostraram aumento na captação de iodeto e 

oito um médio aumento. Os níveis de tireoglobulina se mantiveram inalterados ou 

diminuíram em 20 pacientes. O tamanho do tumor foi avaliado em 37 pacientes; destes 

houve regressão do tumor apenas em 6 e não houve mudanças em 22 pacientes. No 

total houve uma resposta parecida em 19 pacientes (38%). A resposta à terapia nem 

sempre corresponde ao aumento da captação de iodeto; também pode estar 

relacionado a efeitos antiproliferativos. Nesse estudo, observou-se também baixa taxa 

de efeitos colaterais com boa tolerância ao tratamento com retinóide. O Gráfico 1 

mostra o resumo dos resultados de estudos clínicos com ácido retinóico no câncer de 

tireóide.  

Estudos com linhagem de células derivadas de carcinoma folicular humano 

(UCLA R0 82 W-1) mostraram redução da proliferação celular e aumento da captação 

de iodeto após tratamento com 13-cis AR, porém houve redução da atividade de 

iodotironina desiodase tipo I (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 

diferenciação das células de carcinoma folicular da tireóide (Schreck, 1994).  Frohlich e 

colaboradores (2005) mostram que o AR diminuiu a proliferação, aumentou a 

quantidade de NIS na membrana, porém não alterou a quantidade de tireoglobulina em 

células derivadas de carcinoma folicular humano da tireóide (FTC-133). Nesta mesma 

linhagem de células, Schmutzler e colaboradores (1997), mostraram aumento da 

expressão de NIS, porém não mostraram aumento na captação do iodeto. 

 Observamos que existe muita variação 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 características específicas de cada célula. Devem existir diferenças entre 

os mecanismos de ação do AR em cada situação, causando, portanto, diferentes 

efeitos do AR. 
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Gráfico 1  Comparação de estudos clínicos mostrando a resposta dos pacientes com 
carcinomas papilífero, folicular e misto ao  tratamento com AR. 
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4) Mecanismos de Ação do Ácido Retinóico 

 

O ácido retinóico exerce seus efeitos através de duas classes de receptores 

nucleares de retinóides, RARs e RXRs, ambos têm três subtipos (α, β e γ). Ligantes 

endógenos de RARs e RXRs são identificados como All-trans-AR e 9-cis-AR, O All-

trans AR liga-se aos RARs e o 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 isotretinoína ou 13-cis-AR também pode se ligar aos RARs 

e aos RXRs. 

Os três subtipos de RAR, RARα, primeiramente identificado em 1987 pelos 

grupos de Pierre Chambon e Ron Evans; RARβ e RARγ originam-se de três genes 

distintos (Giguere, 1987; Petkovich, 1987; Chambon, 1996). Para cada subtipo de RAR, 

várias isoformas existem e diferem entre si pela sua região N-terminal. Os RARs 

funcionam formando heterodímeros com os três receptores de retinóide X: RXRα, 

RXRβ e RXRγ (Mangelsdorf, 1995; Kastner, 1997; Mark, 1999). Estudos in vitro 

demonstraram que os heterodímeros RXR-RAR atuam como reguladores dependentes 

de ligante através da sua ligação a uma seqüência específica do DNA, RARE, 

encontrada na região promotora dos genes alvo do AR. 

 O primeiro receptor de retinóide X identificado, o RXRα, foi inicialmente descrito 

como um receptor órfão (Mangelsdorf, 1990). No entanto, este respondia 

especificamente aos retinóides, já que altas concentrações de All-trans AR podiam 

ativar RXRα. Além disso, foi demonstrado que 9-cis AR, isômero do All-trans AR, é um 

ligante de alta afinidade para o RXRα, tanto quanto para o outros subtipos, RXRβ e 

RXRγ, que foram descobertos mais tarde (Rowe, 1991; Yu, 1991). Ainda não é claro 

qual a importância da capacidade do 9-cis AR se ligar nos RARs e nos RXRs. Os RXRs 

são também identificados como fatores necessários para a eficiente ligação ao DNA de 

vários membros da superfamília de receptores nucleares e formam heterodímeros com 

outros receptores (Laudet, 1992; Leid, 1992). Além do mais, estudos in vitro têm 

mostrado que o RXR pode formar homodímero RXR-RXR, o que sugere a existência de 

uma via de sinalização de RXR independente de outros receptores nucleares 

(Mangelsdorf, 1991).  
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Enquanto os agonistas de RAR podem ativar a transcrição através de cada 

heterodímero, os RXRs não são capazes de responder a agonistas seletivos de RXR 

na ausência de ligante de RAR. A base molecular deste fenômeno, referido como 

subordinação de RXR ou silenciamento, tem sido desvendada. O agonista ligando ao 

RXR é incapaz de induzir a dissociação do co-repressor do heterodímero RXR-RAR, 

impedindo o recrutamento de co-ativadores (Westin, 1998). Uma ativação transcricional 

sinérgica é observada quando os agonistas tanto de RAR quanto de RXR são ligados 

simultaneamente, indicando que os RXRs não são transcricionalmente silenciados no 

heterodímero RXR-RAR (Lotan, 1995a).  

 

4.1) Expressão dos Receptores de AR  em Células Tir eóideas Normais e Tumorais 

 

 O primeiro relato sobre a expressão de receptores de ácido retinóico em células 

tireóideas foi feito por Del Senno e colaboradores em 1993. Usando a análise de 

Northern blot eles mostraram que o gene de RARα é transcrito em cultura primária de 

células de tireóides normais humanas, de bócio e de adenomas da tireóide, enquanto a 

expressão do RARβ não pôde ser detectado. Eles observaram que nem o TSH nem o 

AR alteraram a expressão de mRNA de RARα�. Em 1994 o grupo de Del Senno realizou 

análise de Northern blot e RT-PCR para avaliar a expressão dos genes dos receptores 

RARα, RARβ e RARγ em tecidos e cultura primária de tireócitos humanos. Em tecido 

normal e adenomatoso houve expressão de RARα enquanto que o RARβ e RARγ eram 

indetectáveis. Em amostras de carcinoma a expressão de RARα diminuiu, enquanto 

que o RARβ foi detectável.  

 Usando RT-PCR para investigar a expressão dos genes das famílias RAR e RXR 

e o efeito do AR sobre a expressão de mRNA dos receptores em linhagem de células 

de carcinoma da tireóide humana, Schmutzler e colaboradores (1998) mostraram que o 

mRNA do RARα, β e γ está presente no bócio  e nas linhagens de carcinoma. Também 

o RXRα foi observado em todas as amostras. O mRNA do RXRβ é detectável nas 

linhagens de carcinoma, mas parece ser perdido no bócio, enquanto que em duas 

outras amostras saudáveis e de bócio estava presente. O RXRγ não apareceu nem no 
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bócio nem na linhagem de células. Naquele trabalho também foi feita a avaliação da 

expressão dos receptores RAR e RXR em amostras aleatórias de carcinoma da tireóide 

também usando RT-PCR. A maioria dos receptores estava presente em todas as 

amostras de tumores, e nenhuma mudança dramática na intensidade das bandas do 

PCR foi detectada. No entanto, em 9 de 12 amostras de tumores foi observado uma 

redução ou ausência de RXRβ, indicando desregulação do mRNA de RXRβ.  

 Tang e colaboradores (2003) mostraram o status dos receptores de retinóides 

em 42 amostras de carcinoma papilífero da tireóide usando RT-PCR. Houve perda de 

expressão de mRNA em 18 casos; destes três perderam RARα, 14 perderam o RARβ, 

seis perderam o RXRα e cinco o RXRβ. A expressão de RARγ e RXRγ foi encontrada 

em todas as 42 amostras. Foi mostrada também uma correlação entre a perda de 

expressão dos receptores e a perda de diferenciação e a progressão do tumor. 

 Em 2004, Bryan Haugen e colaboradores mostraram a expressão de mRNA e a 

expressão de proteínas dos receptores de retinóides em linhagens de câncer de 

tireóide. Foi observada variação na expressão dos receptores RARβ e RXRγ, sendo 

que não foi detectada expressão de  RXRγ no tecido tireoideano normal. Além disso, 

este grupo mostrou que a presença dos receptores RARβ e RXRγ está relacionada com 

a supressão do crescimento tumoral, o que sugere que estas isoformas possam estar 

relacionadas com melhor resposta ao tratamento com ácido retinóico. No Gráfico 2  

está representado um resumo de três autores, mostrando a diferente expressão dos 

receptores de AR em espécimes e células tumorais tireóideas. 
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Gráfico 2  Representa o resultado de diferentes trabalhos mostrando a proporção dos 
receptores de AR que estão expressos em espécimes cirúrgicos e linhagens tumorais. 
 

 Takiyama e colaboradores, em 2004, mostraram, não apenas a expressão dos 

receptores RXR em carcinoma tireóideo humano, como também a sua localização 

intracelular (núcleo ou citoplasma) por imunohistoquímica. A Figura 5  mostra os 

resultados obtidos. Observamos que as células tireóideas não-tumorais mostraram 

diminuição da marcação nuclear das três isoformas de RXR. Em particular, alguns 

carcinomas apresentaram intensa marcação citoplasmática de RXRα.   
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Figura 5.  Distribuição da intensidade da imunomarcação das isoformas de RXR no núcleo e 
citoplasma das amostras (57 PTC, 40 FTC, 24 ATC, 28 MTC, e 27 FA). A intensidade de 
marcação foi comparada com a das células foliculares tireóideas normais na margem de cada 
espécime. O eixo Y representa a porcentagem de casos em cada categoria histológica das 
amostras tumorais. Barras abertas mostram ausência ou fraca imunomarcação, e barras 
fechadas mostram moderada ou forte marcação de cada isoforma de RXR. (FA=adenoma 
folicular) exibiram marcação nuclear dos receptores de RXR e os carcinomas (PTC= carcinoma 
papilífero, FTC=carcinoma folicular, ATC= carcinoma anaplásico, MTC= carcinoma medular). 
Retirado de Takiyama e col., 2004. 
 

 Como podemos notar, existe diferente expressão dos receptores de retinóides 

nos diferentes tipos celulares, seja no tecido normal ou tumoral. Existe diferença entre 

os resultados obtidos em cada trabalho, lembrando, também, que cada um usou uma 

metodologia distinta para avaliar a expressão das isoformas dos receptores. 

Portanto, esses achados poderiam explicar porque o tratamento de células 

tireóideas com AR pode promover diferentes respostas entre as células estudadas. O 

que determina essas variações ainda é desconhecido; uma das hipóteses é de que haja 

um diferente mecanismo de ação do AR nestas células, devido, por exemplo, ao 

diferente repertório de receptores de AR. Julgamos de especial interesse o melhor 

entendimento dos fatores que podem regular a expressão desses receptores nos 

tireócitos. 

Marcação 
Nuclear 

Marcação 
Citoplasmática 
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4.2) Relação entre a Expressão dos Receptores RAR e  RXR e os Efeitos do AR 

  

 Usando a técnica de hibridização in situ, revelou-se a expressão de todos os três 

RARs durante o desenvolvimento embrionário de camundongo. Enquanto o RARα está 

presente em todos os tecidos, a expressão tanto de RARβ quanto de RARγ são mais 

seletivos (Dolle, 1990). Esta diferente distribuição tecidual sugere que os RARs 

possuem distintas funções fisiológicas. 

 O papel específico de cada receptor tem sido estudado em detalhes em uma 

linhagem de células derivadas de carcinoma embrionário murino, F9, que são 

responsivas ao AR. Estas células representam um modelo simples para análise da 

sinalização de RARs e RXRs sob condições in vitro que mimetizam, pelo menos em 

parte, os processos fisiológicos que ocorrem durante o início da embriogênese 

(Rochette-Egly, 2001). Com este modelo, e usando a técnica de knockout, foi mostrado, 

por exemplo, que os heterodímeros RXRα-RARγ são necessários para que o AR cause 

parada do crescimento celular, enquanto que o heterodímero RXRα-RARα é requerido 

para a diferenciação parietal endodermal na presença de AMPcíclico. Além disso, o 

RXRα é especialmente necessário para a correta diferenciação destas células (Clifford, 

1996). Seguindo esta mesma linha, estudos in vitro têm mostrado que, embora outros 

subtipos de RAR também sejam expressos, os agonistas de RARα inibem a 

proliferação em algumas linhagens de células de câncer de mama e a diferenciação de 

células leucêmicas (Dawson, 1995; Chen, 1996).  

 A Leucemia promielocítica aguda (LPA) é uma doença rara que é caracterizada 

pela translocação cromossomal recíproca entre os genes RARα (cromossomo 17) e 

PML (cromossomo 15) (Larson apud Thacher, 2000). A expressão de uma proteína 

mutante da fusão de PML-RARα atua como um inibidor dominante negativo da 

sinalização do retinóide pelo recrutamento de co-ativadores negativos N-CoR e SMRT 

junto com histona desacetilase (Lin apud Thacher, 2000), evitando a diferenciação da 

célula LPA que deveria ocorrer normalmente na presença de AR endógeno. O uso de 

concentrações supra-fisiológicas de AR induziu remissão dos pacientes com LPA junto 

com a quimioterapia (Warrel apud Thacher, 2000), presumivelmente por reverter os 

efeitos negativos do PML-RARα. 
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 Foi realizado um estudo com camundongos transgênicos, os quais tinham um 

gene dominante negativo para RARα, que não permitia a ligação do ligante, expressa 

no tecido linfóide e mamário e resultou em uma transformação maligna (Kupumbati, 

2006). 

 A deficiência de vitamina A pode causar mudanças neoplásicas no epitélio 

bronquial e pode estar associada ao aumento do risco de câncer de pulmão (Sporn, 

1976 e Sporn apud Petty, 2005). Embora resultados de triagens clínicas suportem o 

papel dos retinóides (naturais e sintéticos) na quimioprevenção do câncer do trato 

aéreo-digestivo (Hong apud Petty, 2005), dados de triagens randomizadas sugerem 

que carotenóides ou retinóides não são efetivos para a quimioprevenção do câncer de 

pulmão na população em geral, embora um benefício deva existir para não-fumantes 

(Frohlich, 1999).A resistência clínica aos retinóides no câncer de pulmão parece ser 

devido, pelo menos em parte, à perda da expressão do receptor RARβ durante a 

carcinogênese do pulmão (Freemantle apud Petty, 2005). A identificação de 

metodologias farmacológicas, que restaurem a expressão do receptor, deve promover a 

base para estratégias futuras de terapia e quimioprevenção baseada em retinóides 

(Petty, 2005). 

 

 Neste trabalho pretendemos avaliar a correlação entre os efeitos do AR na 

captação de iodeto e o repertório de receptores que a célula expressa, tentando 

determinar qual o mecanismo de ação usado pelo ácido retinóico para regular a 

captação de iodeto nas células normais quando tratadas com os isômeros de ácido 

retinóico. Além disso, pretendemos determinar se a tireotrofina (TSH), importante 

regulador de NIS, e da captação de iodeto, pode modular a expressão dos receptores 

de AR. 
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OBJETIVOS 

 

 

II. OBJETIVOS 

 

Avaliar a relação entre os efeitos do ácido retinóico sobre a modulação da função 

do co-transportador sódio-iodeto e o repertório de receptores de ácido retinóico RAR 

(α, β e γ) e RXR (α, β e γ) na linhagem de células tireóideas de rato PCCL3. 

 

II.I OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3) Efeitos do ácido retinóico na célula PCCL3:  

 

• Avaliar a viabilidade celular por MTT; 

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

• Avaliar a captação de iodeto. 

• Avaliar o efluxo de iodeto; 

• Avaliar a expressão de mRNA de NIS por RT-PCR semi-quantitativo; 

• Avaliar a expressão e localização celular do NIS por microscopia confocal. 

 

4) Relação entre a expressão dos receptores de AR e a captação de iodeto: 

 

• Avaliar a expressão e a localização intracelular das diferentes isoformas de 

receptores RAR (α, β e γ) e RXR (α, β e γ) em linhagem de células normais 

PCCL3, por microscopia de epifluorescência. 

• Avaliar se há modulação da expressão dos receptores RAR (α, β e γ) e RXR 

(α, β e γ) por ácido retinóico e pela tireotrofina (TSH). 
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MATERIAIS E MÉTODOS  

 

III. MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Cultura de Células 

 
Usamos a linhagem celular PCCL3, estabelecida a partir de células epiteliais da 

tireóide derivadas de ratos Fisher adultos de 18 meses, e que mantém in vitro a maioria 

das características das células tireóideas diferenciadas, como secreção de 

tireoglobulina e captação de iodeto. A proliferação 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 (10µg/mL), transferrina (5µg/mL) e TSH (1mU/mL).   

 

2. Tratamentos 

 

 As células foram tratadas com dois isômeros do ácido retinóico: o all-trans-AR e 

o 13-cis-AR (isotretinoína), ambos na concentração de 1µM, concentração utilizada na 

maioria dos trabalhos. O ácido retinóico foi dissolvido em etanol 100% numa 

concentração 1000 vezes maior que a concentração de uso. Para o controle usamos o 

veículo (etanol 0,1%).  

A cultura de células PCCL3 é mantida em meio de cultura suplementado com 

TSH, usamos, portanto as células nesta condição para avaliarmos os efeitos do AR 

sobre elas. As células foram plaqueadas em diferentes superfícies e com diferente 

número de células dependendo do ensaio a ser realizado, cada condição será 

detalhada na explicação da metodologia de cada ensaio. Em geral as células foram 

plaqueadas no momento que consideramos como o primeiro dia de experimento. Após 

24h de plaqueamento, momento onde as células já foram aderidas à superfície, o meio 

de cultura foi trocado pelo meio com os tratamento com veículo ou com os isômeros de 

AR. Com o ensaio do MTT avaliamos a cada 24 horas durante 72 horas a viabilidade 
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celular na presença e ausência de SFB. O tempo de 72 horas de tratamento também foi 

usado para os ensaios de captação e efluxo de iodeto, extração de RNA para RT-PCR 

e fixação das células para realização da imunofluorescência, sempre na presença de 

TSH e SFB (Esquema 1A ).   

Realizamos ensaios na ausência de TSH para avaliarmos a modulação na 

captação de iodeto e na expressão dos receptores de AR. Como as células dependem 

do TSH para sua manutenção escolhemos o tempo de 48 horas para os ensaios. As 

células foram plaqueadas no momento que consideramos como o primeiro dia de 

experimento. Após 24h de plaqueamento, momento onde as células já foram aderidas à 

superfície, o meio de cultura foi trocado pelo meio sem TSH na presença de veículo ou 

dos isômeros de AR. Após 48 horas foi realizada a captação de iodeto e fixação das 

células para posterior imunofluorescência (Esquema 1B ).  

Para determinarmos os efeitos da reposição do TSH na captação de iodeto e na 

expressão dos receptores de AR as células foram plaqueadas em meio na presença 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 veículo ou 

com os isômeros de AR na presença de TSH e assim permaneceu por 48 horas, onde 

então, foi realizado o ensaio de captação de iodeto e a fixação das células para 

posterior imunofluorescência (Esquema 1C ).  
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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 poços (4x103 células/poço) em meio com ou sem SFB conforme 

descrito no esquema 1A, na presença de veículo ou dos isômeros de AR . O ensaio de 

MTT é baseado na conversão do sal tetrazolium (MTT) em sal formazam que é solúvel 

em meio de cultura e cuja absorbância é medida diretamente a 570nm. O meio de 

cultura das células foi descartado e foram adicionados 100µL de MTT (0,5mg/ml) em 

cada poço. A placa foi coberta com papel alumínio e permaneceu 3 horas na estufa a 

37°C. Em seguida, o MTT foi retirado e foram acresc entados 100µL de DMSO. A 

absorbância foi lida em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm. Os 

resultados foram expressos em % de viabilidade celular em relação ao veículo. 

 

4. ENSAIO DE CAPTAÇÃO DE IODETO E EFLUXO DE IODETO 

 

 Células PCCL3 (105 células/poço) foram cultivadas em placas de 24 poços 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. Então, 

as células foram mantidas parte com HBSS e a outra metade com HBSS suplementado 

com um inibidor competitivo de NIS, o KClO4 (10µM), para controle da captação 

específica, e todos os poços continham iodeto (125I). Depois de 45 minutos a 37°C em 

atmosfera úmida, o meio radioativo foi aspirado, as células foram lavadas com HBSS 

gelado e o iodo acumulado foi extraído com 500µL 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 

proteína avaliada pelo método de Bradford, sendo estes dados expressos como 

contagens por minuto por micrograma de proteína. 

 Para o efluxo, após as células foram expostas ao iodeto (125I) por 45 minutos. A 

seguir, retirou-se o sobrenadante e acrescentou-se 500 µL 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 

extraído com 500µL de etanol 90%. 

5. RT-PCR SEMI-QUANTITATIVO PARA NIS 

 

As células foram cultivadas em garrafas de cultura (105 células/garrafa de 25 

cm3) em meio com TSH 1mU/ml. Próximo da confluência, as células foram tratadas 

conforme descrito no esquema 1A, e após os tratamentos as células foram recolhidas 

em 1ml de trizol para posterior extração do RNA, conforme esquema 2. Do RNA 

extraído, uma alíquota foi retirada para avaliar sua integridade e fazer quantificação do 

RNA total.  

Para a síntese do cDNA foi utilizado 1 µg de RNA, quantidade que foi 

determinada após padronização do número de ciclos da PCR e das quantidades de 

RNA usadas na transcrição reversa para o RT-PCR semi-quantitativo . Foram utilizados 

oligo (dT)12-18 (0,4 mM), M-MuLV transcriptase reversa (200U), tampão 1x first strand 

(50mM de Tris-HCl pH8.3, 75mM KCl, 3mM MgCl2, 10 mM de DTT), 10 unidades 

RNAsin (inibidor de RNase) 0,5mM dNTP. O RNA foi incubado a 70oC por 5 minutos, na 

presença de H2O DEPC, oligo dT e dNTP. Em seguida, foi adicionado ao tubo o 

restante dos reagentes, que foram incubados a 42oC por 1 hora. Terminado o tempo de 

incubação, a mistura foi submetida a 90oC por 10 minutos para inativação da 

transcriptase reversa. Foram adicionados então 0,3 volumes de acetato de amônia 

7,5M, pH 8,0 e 2,5 volumes de etanol 100 %, e esta solução ficou no freezer a -70oC, 

durante 18 horas, para precipitação do cDNA. Depois, as amostras foram centrifugadas 

(12000 rpm) por 30 minutos, a 4oC, para precipitação do cDNA. O sobrenadante foi 

descartado e acrescentamos 50 µl de etanol a 75% e centrifugamos novamente. O 

precipitado (cDNA) foi ressuspenso em 11 µL de H2O MilliQ e armazenado a –20oC. 

Para a PCR, foram utilizados 1µl de cDNA e foi feito um controle negativo sem cDNA 

(controle negativo). Na PCR o cDNA foi incubado com 12 pmol do oligonucleotídeo 

iniciador senso e 12 pmol do oligonucleotídeo iniciador antisenso do gene do GAPDH 

(gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) como controle interno e 12 pmol dos 
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oligonucleotídeos iniciadores do NIS, tampão de reação (75mM Tris-HCl, 2mM MgCl2, 

50 mM KCl, 20mM (NH4)2SO4), dNTP (0,1mM) e DNA polimerase (5U). A reação foi 

realizada nas seguintes condições: 94oC por 4 minutos; N° ciclos  (Tabela 2) com a 

seguinte seqüência: 95oC por 30 segundos, temperatura de anelamento (T°C) (Tabela 

2) por 45 segundos e 72oC por 45 segundos; 72oC por 7 minutos; e 4oC por 4 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2.  Extração de RNA total. 

 

 

mRNA 
alvo Tamanho  T °C  Nº 

ciclos Seqüência (senso) Seqüência (antisenso) 

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.  Seqüências senso (forward) e antisenso (reverse) dos oligonucleotídeos 

(iniciadores) específicos para os genes do gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) e do NIS. 

Centrifugação        
10000 rpm, 4oC,            
5 minutos 

Ressuspender o 
pellet em 15µl de 
H2O DEPC 
(dietilpirocarboneto) 

Quantificação e Integridade 

 
 

Isopropanol 

Lavagem com etanol 75% 

Centrifugação        
12000 rpm, 4oC,          
10 minutos 

Homogeneização + 
clorofórmio 

Centrifugação 12000 
rpm, 4oC, 15 minutos 

1ml de Trizol®  

 Transferência da 
fase aquosa 
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6. IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA O NIS – MICROSCOPIA CONF OCAL 

 

 As células (3x104) foram cultivadas em placas de 24 poços sobre lamínulas de 

vidro, e foram tratadas como descrito no esquema 1A, 1B e 1C. As células foram 

lavadas por duas vezes com tampão fosfato de sódio (PBS) e fixadas em 

paraformaldeído (PFA) 2% em PBS  por 20 minutos à temperatura ambiente. Foi 

colocado NH4Cl 50mM por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida lavou-se 

por 3 vezes com PBS. Para permeabilização das células usou-se 0,2% (vol/vol) Triton 

X-100 (em PBS), contendo 0,5% (peso/vol) BSA, 0,1mM CaCl2 e 0,1mM MgCl2. As 

células foram incubadas com anticorpo primário por 1 hora à temperatura ambiente. Em 

seguida as células foram lavadas duas vezes com PBS. Então foram incubadas com o 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho (TRITC) por 1 hora à temperatura ambiente. 

Lavou-se por 2 vezes com PBS. Para marcação dos núcleos usou-se o DAPI. As 

imagens foram analisadas em microscópio Zeiss LSM 510 META (Laser Scanning 

Microscope). 

7. IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA OS RECEPTORES RAR E RXR 

 
As células (3x104) foram cultivadas por 72 horas em placas de 24 poços sobre 

lamínulas de vidro, e foram tratadas com veículo (etanol 0,1%), all-trans AR (1µM) ou 

13-cis AR (1µM). Após este tempo as células foram fixadas com paraformaldeído (4% 

em TPS) acrescido de sacarose (4%) durante 30 minutos.  Em seguida, foi feita 

permeabilização com Triton X-100 (0,5%) durante 30 minutos. As células foram lavadas 

com TPS-Tween 20 (0,1%) várias vezes. O bloqueio dos sítios inespecíficos foi feito 

com uma pré-incubação, 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%) várias vezes. Incubou-se com o anticorpo 

primário (diluído 1:200) overnight a 4°C ( Tabela 3 ). As células foram lavadas com TPS-

Tween 20 (0,1%) várias vezes. Depois foi colocado o anticorpo secundário (anti-rabbit 

IgG – Sigma) e este ficou incubando por 2 horas a temperatura ambiente. As células 

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

estas foram analisadas em microscópio de epifluorescência. 

 

RARα (C-20) sc-551 lot G052 coelho policlonal 
IgG 

RARβ (C-19) sc-552 
lot F272 

 
coelho policlonal 

IgG 

RARγ (G-1) sc-7387 
lot F062 

 
camundongo 

monoclonal IgG 

RXRα (D-20) sc-553 
lot F0403 

 
coelho policlonal 

IgG 

RXRβ (C-20) sc-831 
lot F0603 

 
coelho policlonal 

IgG 

RXRγ (Y-20) sc-555 
lot J2803 

 
coelho policlonal 

IgG 

 

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

 

8. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 Para análise da viabilidade e do efluxo de iodeto temporal das células tratadas 

com AR na presença de TSH usou-se Two-way ANOVA Bonferroni post test. 

 Para análise da captação de iodeto e viabilidade celular das células tratadas com 

AR na ausência de TSH e da captação de iodeto das células tratadas com AR na 

presença de TSH usou-se One-way ANOVA seguido do teste de múltiplas comparações 

de Dunnet. 
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RESULTADOS 

 

IV. RESULTADOS 

 

1) Efeitos do Ácido Retinóico nas células PCCL3: 

 

 As Células PCCL3 foram cultivadas em placas de 96 poços por 24h na presença 

de SFB para permitir a aderência celular. Após este tempo as células foram cultivadas 

com ou sem SFB, recebendo o tratamento com all-trans-AR (1µM), 13-cis-AR (1µM) ou 

veículo. Como já foi relatada a capacidade do ácido retinóico em causar morte celular 

nas células tumorais, avaliamos a viabilidade celular das células PCCL3 após o 

tratamento. A viabilidade celular foi avaliada usando o método do MTT, nos tempos de 

24, 48 e 72h após o tratamento. Não observamos nenhuma diferença na viabilidade 

celular entre os tratamentos com ácido retinóico e o veículo, tanto na presença quanto 

na ausência de SFB (Figura 6 ).  Mostramos, portanto, que nas células PCCL3, o AR 

não modula a viabilidade celular na dose usada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6  Viabilidade das células PCCL3 tratadas com all-trans-AR ou 13-cis-AR. 
Células foram tratadas por 72h com all-trans-AR (�), 13-cis-AR (�) e veículo (•) tanto 
na ausência (-----) ou na presença (——) de soro (SFB). O número de células vivas é 
proporcional à concentração de sal formazan formado no ensaio do MTT e medido no 
comprimento de onda de 570 nm. Nenhuma diferença entre os tratamentos e o veículo 
(etanol 0,1%). DO= densidade óptica. 
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Determinamos as possíveis mudanças morfológicas induzidas pelo tratamento 

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

nenhuma diferença visível ocorreu entre os tratamentos (Figura 7 ).  

 

 

 

Figura 7.  Microscopia de contraste de fase após 72 horas de tratamento com veículo 
(A), all-trans AR (B) e 13-cis AR (C) com SFB (A,B,C) e veículo (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 captação de iodeto nas células tumorais. Para 

avaliarmos o efeito do ácido retinóico sobre a captação de iodeto das células PCCL3 

fizemos o ensaio de captação de iodeto usando 125I. Células foram cultivadas em placas 

de 24 poços e foram tratadas conforme feito para o ensaio de viabilidade celular. A 

análise da captação foi realizada após 72h de tratamento.  No ensaio de captação de 

iodeto determinamos a quantidade de radioiodeto no interior das células após a 

incubação com 125I. O perclorato de potássio (KClO4) foi usado pelo seu efeito inibidor 

de NIS para determinar a captação específica através do NIS. Observamos que o 

tratamento com AR diminuiu em cerca de 25% a captação de iodeto em relação ao 

veículo (Figura 8 ).  
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Figura 8  Efeitos do all-trans AR, 13-cis AR ou veículo sobre o acúmulo de iodeto das 
células PCCL3. Tratamento com all-trans AR ou 13-cis AR diminuiu a captação de 
iodeto sensível ao perclorato de potássio em aproximadamente 25% em relação ao 
veículo. Os resultados foram normalizados pela medida das células vivas pelo ensaio 
de viabilidade de MTT, que se correlaciona diretamente com o número de células 
viáveis. Resultados são expressos como % do veículo.  *p<0,05 versus veículo. 
 

2) Alterações que o AR provoca nas células PCCL3 ca usando a diminuição da 

quantidade de iodeto intracelular: 

 

 Pelos resultados da captação determinamos a quantidade de iodeto no interior 

das células, portanto a diminuição pode ter ocorrido devido à diminuição 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 análise foi realizada 

72h após o tratamento. O efluxo foi feito conforme descrito na metodologia. Nenhuma 

diferença foi observada entre os tratamentos e o veículo (Figura 9 ). A partir deste 

resultado concluímos 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 após tratamento com 
all-trans-AR (1µM) ou 13-cis-AR (1µM) em comparação com as células tratadas com 
veículo. Nenhuma diferença entre os tratamentos e o veículo foi observada. 
 

 Com o objetivo de determinar como o AR modula a função do NIS analisamos os 

efeitos do AR sobre a transcrição do mRNA de NIS, expressão da proteína NIS e sua 

translocação para membrana plasmática. Para análise da transcrição do mRNA de NIS 

fizemos RT-PCR semi-quantitativo. Após padronização do número de ciclos e da 

quantidade de RNA total usada, fizemos o RT-PCR das células tratadas por 72h com 

AR e veículo.  Os tratamento com AR, tanto all-trans-AR quanto o 13-cis-AR, causaram 

regulação negativa da expressão do NIS (Figura 10 ), o GAPDH foi usado como 

controle interno. Usando microscopia confocal notamos que neste mesmo tempo ainda 

há expressão da proteína 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 plasmática, já com all-trans-AR este diminuição foi menos 

perceptível (Figura 11 ).  Concluímos que o tratamento com AR diminui a função de NIS 

tanto pela diminuição da transcrição quanto pela redução de NIS localizado na 

membrana celular, onde o mesmo exerce sua função de transportador.  
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Figura 10   Análise de RT-PCR do efeito do tratamento com all-trans-AR, 13-cis-AR e 
veículo sobre a expressão do mRNA de NIS das células PCCL3. Células PCCL3 foram 
tratadas por 72h, depois o RNA total foi extraído e submetido a RT-PCR para 
determinar os níveis de mRNA de NIS. A, expressão do mRNA de NIS na tireóide de 
rato. B, gel de agarose corado com brometo de etídeo representando os níveis de 
expressão de mRNA de NIS nos tratamentos com veículo, 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  Marcação de NIS foi feita nas células PCCL3 com anticorpo anti-NIS 
(vermelho) e Dapi foi usado para marcar o núcleo (azul). Células foram mantidas na 
presença de TSH com veículo (B), all-trans-AR (C) ou 13-cis-AR (D). A 
imunofluorescência de NIS nestas células foi analisada por microscopia confocal. 
Controle negativo (A).   
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3) Relação entre a expressão dos receptores de AR e  a captação de iodeto: 

 

 O repertório de receptores de ácido retinóico que a célula expressa pode ter um 

importante papel na resposta ao AR. Por isso, determinamos quais receptores de ácido 

retinóico a célula PCCL3 expressa na ausência e na presença de ácido retinóico. 

Observamos que na ausência de AR, as células expressam a maioria dor receptores, 

exceto o RARγ . Além disso notamos que o RARβ e o RXRγ estavam localizados no 

citoplasma, diferente dos outros receptores que têm localização no núcleo (Figura 12 ).  

Na presença tanto de all-trans-AR quanto de 13-cis-AR notamos que a maioria 

dos receptores de AR são modulados negativamente, exceto o RXRα e o RXRβ 

(Figura 13 ).  Na Tabela 4  está resumida a relação encontrada entre a captação de 

iodeto e o repertório de receptores. 
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Figura 12  Expressão dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 tratadas na 
presence de TSH (vermelho). RARα (B), RARβ (C), RARγ (D), RXRα (E), RXRβ (F), 
RXRγ (G). Ao lado de cada figura está a respectiva marcação para o núcleo da célula 
com DAPI (azul). A, controle negativo. 
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Figura 13 Após 72h de tratamento com All-trans-AR e 13-cis-AR as células PCCL3 
apenas continuam expressando os receptores RXRα e RXRβ (em vermelho). Ao lado 
de cada figura está a respectiva marcação para o núcleo da célula com DAPI (azul). 
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 RARαααα RARββββ RARγγγγ RXRαααα RXRββββ RXRγγγγ 
Captação 

de Iodeto  

-AR X X  X X X Normal 

+AR    X X  Diminui 

 
Tabela 4.  Relação entre a expressão dos receptores de AR e a captação de iodeto na 
ausência e presença de AR. 
 

 A partir destes resultados notamos que deve existir uma relação entre o efeito do 

AR em diminuir a captação de iodeto e o repertório de receptores de AR expresso na 

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

 

1) Será que a diminuição da captação de iodeto ocorre devido a perda da expressão 

dos receptores RARα, RARβ e RXRγ? 

 

2) Será que a diminuição da captação de iodeto ocorre devido a ligação do AR nos 

homodímeros ou heterodímeros formados pelos receptores RXRα e RXRβ? 

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

 

Sabe-se que na ausência de TSH ocorre redução da função do tireócito, 

inclusive na captação de iodeto. Determinamos se o mesmo ocorre nas células PCCL3 

e se o AR tem algum efeito na ausência de TSH. Os resultados nos mostram que após 

48h sem TSH as células PCCL3 param de captar o iodeto e o tratamento com AR não 

diferiu do veículo quando na ausência TSH (Figura 14A ).  Após 48h sem TSH 

observamos que o NIS é expresso em menor quantidade e, além disso, fica acumulado 

na região perinuclear, o que explica a redução da captação de iodeto nesta situação 

(Figura 14B ). 
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Figura 14  Influência do TSH para a resposta ao AR. A, Efeitos do all-trans AR, 13-cis 
AR ou veículo no acúmulo de iodo na células PCCL3 sem TSH por 48h. B, representa a 
microscopia confocal para marcação de NIS das células PCCL3 após 48h sem TSH. Os 
resultados foram normalizados pela quantidade de proteína quantificada pelo método 
de Bradford.  *p<0.05 versus outros grupos. 

 
 

 Observamos que na ausência de TSH os receptores de AR são modulados 

negativamente, com exceção dos RXRα e RXRβ, assim como ocorreu após tratamento 

por AR (Figura 15 ).   
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Figura 15   Expressão dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 tratadas na 
ausência de TSH (vermelho). RARα (A), RARβ (B), RARγ (C), RXRα (D), RXRβ (E), 
RXRγ (F). Ao lado de cada figura está a respectiva marcação para o núcleo da célula 
com DAPI (azul). 
 
 Esses resultados, assim como os do tratamento com AR, sugerem que a 

diminuição da captação de iodeto poderia ter relação com o repertório de receptores 

expressos, pois tanto o AR quanto a ausência de TSH reduzem a captação e diminuem 

a expressão dos mesmos receptores de AR.   

 

5) A reposição do TSH restaura a captação sem norma lizar a expressão dos 

receptores de AR: 

 

Fizemos a reposição do TSH por 48h após a retirada do TSH também por 48h e 

avaliamos a captação de iodeto e a expressão dos receptores de AR.  Observamos que 

após reposição do TSH a captação é restabelecida, sendo inclusive significativamente 
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maior que a captação das células que não foram privadas de TSH por 48h (Figura 16 ).  

Quanto à expressão dos receptores, observamos que no momento em que foi feita a 

captação de iodeto a expressão dos receptores de AR não retornou (Figura 17 ).  
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Figura 16   Reposição do TSH por 48h após 48h em meio sem TSH. Resultados são 

expressos como % do veículo. Os resultados foram normalizados pela quantidade de 

proteína quantificada pelo método de Bradford.  #P<0,05 versus +TSH. *P<0,05 versus 

+TSH. 
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Figura 17   Expressão dos receptores RAR e RXR nas células PCCL3 após 48h de 
reposição com TSH (vermelho). RARα (A), RARβ (B), RARγ (C), RXRα (D), RXRβ (E), 
RXRγ (F). Ao lado de cada figura está a respectiva marcação para o núcleo da célula 
com DAPI (azul).  
 

 

 RARαααα RARββββ RARγγγγ RXRαααα RXRββββ RXRγγγγ Captação 

de Iodeto  

+TSH(72h) X X  X X X Normal 

-TSH (48h)    X X  Diminui 

Reposição 

TSH (48h) 

   X X  Normal 

 

Tabela 5  TSH modulando a captação de iodeto e a expressão dos receptores de AR. 
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 Como observamos na Tabela 5 , o TSH exerce seus efeitos sobre a captação de 

iodeto independentemente do repertório de receptores de AR, apesar de regular a 

expressão de alguns desses receptores.  

 
6) Importância de RXR αααα e RXRββββ para o efeito de diminuir a captação de iodeto das  

células PCCL3 do AR: 

 
 Para tentar responder as perguntas feitas anteriormente, se seria a ausência de 

alguns receptores de AR ou a presença de outros, que fariam com que o AR exercesse 

o efeito de diminuir a captação de iodeto, fizemos o tratamento com AR nas células no 

momento em que apenas expressavam RXRα e RXRβ. Para isso cultivamos as células 

por 48h na ausência de TSH, em seguida adicionamos o AR na presença de TSH por 

48h.  Notamos que após 48h de tratamento com AR já existe a diminuição da captação 

de iodeto das células PCCL3, e que quando o AR é adicionado na cultura após 48h 

sem TSH, as células diminuem a captação de iodeto igualmente (Figura 18 ).  

Após 48h de reposição com TSH há normalização da captação de iodeto sem 

que haja restauração de expressão dos receptores RARα, RARβ e RXRγ, assim 

notamos que sua presença não é importante para a captação de iodeto promovida pelo 

TSH. Além disso, o AR reduziu a captação mesmo quando adicionado no momento de 

ausência desses receptores, assim sendo, parece que os efeitos do AR não dependem 

da ligação a essas isoformas de receptores. 

 Parece que os homodímeros ou heterodímeros formados pelos receptores RXRα 

e RXRβ  são importantes para que o AR diminua a captação de iodeto nas células 

PCCL3. 
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Figura 18  Efeitos do all-trans AR e 13-cis AR ou veículo sobre o acúmulo de iodo nas 
células PCCL3 quando tratadas por 48h na presença de TSH. A) 48h AR + TSH; B) 48h 
– TSH e 48h AR + TSH. Resultados são expressos % do veículo. Os resultados foram 
normalizados pela quantidade de proteína quantificada pelo método de Bradford.  
*p<0.05 versus veículo; **p<0.05 versus outros grupos. 
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DISCUSSÃO 

 

V. DISCUSSÃO 

 

 O co-transportador Na+/I- (NIS) é uma glicoproteína de membrana que medeia o 

transporte ativo de iodeto na glândula tireóide (Daí, 1996).  A capacidade de concentrar 

iodeto pelo tecido tireóideo é crucial à aplicação de radioiodo no diagnóstico e 

tratamento de doenças benignas e malignas da tireóide.  No caso do carcinoma 

diferenciado, a captação do radiotraçador é utilizada para avaliar recorrência tumoral, 

através da pesquisa de corpo inteiro (PCI), e para terapia ablativa com a administração 

de dose elevada de 131I (Coelho, 2006).  

 Apesar dos carcinomas papilífero e folicular manterem a maioria das 

propriedades do tireócito normal, uma variedade de defeitos bioquímicos já foram 

demonstrados. Nessas neoplasias malignas, a expressão de NIS encontra-se 

geralmente diminuída (Lazar, Arturi, Tanaka apud Coelho, 2006). Como conseqüência é 

encontrada menor capacidade de concentrar e organificar o iodo e de síntese hormonal 

nos tecidos carcinomatosos. Opções terapêuticas para o carcinoma dediferenciado, 

como a radioterapia externa e a quimioterapia, são geralmente pouco eficazes e 

utilizadas como tratamento paliativo. Em estudos recentes, o ácido retinóico (AR) tem-

se mostrado útil como terapia rediferenciadora (Coelho, Simon, Grünald apud Coelho, 

2006). 

 O AR é um metabólito ativo da vitamina A, que regula a taxa de crescimento e 

diferenciação de vários tipos celulares. Devido à possibilidade das configurações cis-

trans da cadeia lateral, existem vários isômeros do AR: all-trans-AR (tretinoína), 13-cis-

AR (isotretinoína) e 9-cis-AR (Marcus, 2000). 

 A ação do AR é obtida através da ligação com receptores específicos, que fazem 

parte da superfamília de receptores nucleares. Existem 2 tipos: o receptor de ácido 

retinóico (RAR) e o receptor de retinóide X (RXR). Cada família apresenta os subtipos 

α,  β e γ. RAR e RXR atuam como fatores de transcrição ligante-dependentes, 

modulando a expressão dos genes responsivos ao AR. All-trans-AR liga-se ao RAR e 9-



 

 

63 

cis-AR ao RAR e RXR. A isotretinoína não 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 relação entre o efeito do 

AR e da tireotrofina na captação de iodeto e o repertório de receptores que a célula 

expressa nessas situações. 

 Utilizamos neste trabalho cultura de linhagem de células normais de tireóide de 

rato chamada PCCL3, que mantém in vitro a maioria das características diferenciadas 

das células tireóideas, como secreção de tireoglobulina e captação de iodeto (Fusco, 

1987).  

 Analisamos os efeitos do AR na viabilidade celular, morfologia celular e na 

captação de iodeto. Os isômeros de AR não 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 tireóide normal 

humana não foi alterado pelo tratamento com AR, porém discordam de outros estudos 

mostrando diminuição do crescimento celular em células tireóideas normais humanas e 

de porco (Del Senno, 1993; Del Senno, 1994; Frohlich, 2001; Frohlich, 2004). Em 

células de carcinoma folicular da tireóide, 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 

não alterou o crescimento celular, mas o diminuiu em células de carcinoma anaplásico 

(Haugen, 2004). Alguns trabalhos mostraram que o AR aumenta a morte celular de 

tireócitos normais de porco (Frohlich, 1999; Frohlich, 2001; Frohlich, 2004) e de células 

anaplásicas (Haugen, 2004). Com relação às características morfológicas, nenhum 

estudo foi realizado anteriormente. 

 Os tratamentos com os isômeros de AR diminuíram a quantidade de iodeto 

intracelular (Figura 8). Essa diminuição ocorreu por prejuízo na captação de iodeto e 

não no efluxo (Figura 9), além disso, a redução da captação parece estar relacionada 

com a diminuição na expressão de mRNA de NIS (Figura 10) e com sua localização 

intracelular (Figura 11). Este dado corresponde ao encontrado por Schmutzler e 

colaboradores em 1997, que verificaram em células FRTL-5, haver redução do acúmulo 
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de iodeto intracelular com o tratamento por AR, correlacionada à diminuição da 

expressão de NIS. Nesse mesmo trabalho, células de carcinoma folicular tiveram 

aumento de expressão de NIS, sem alteração na captação de iodeto, e em células 

anaplásicas não houve alteração nem na expressão nem na função de NIS. Por outro 

lado, em culturas primárias de células de tireóide normal de porco, houve aumento da 

captação sem alterações na expressão de NIS (Frohlich, 2004). 

 Como já foi dito, é importante conhecer o repertório de receptores que a célula 

expressa em cultura, para então podermos determinar o mecanismo de ação usado 

pelo AR naquele sistema. Verificamos que as células, quando cultivadas na presença 

de TSH (1mU/mL), expressam quase todos os receptores exceto o RARγ (Figura 12). 

Além disso, observamos diferente localização de alguns destes receptores, que 

também pode influenciar na resposta ao AR. Poucos trabalhos foram feitos mostrando a 

expressão dos receptores de AR nas células tireóideas normais. Del Senno e 

colaboradores, em 1994, mostraram neste tipo de células a expressão de 

RARα, mas  não houve expressão de RARβ e RXRγ. Enquanto Haugen e 

colaboradores em 2004, encontraram expressão de RARβ, mas não de RXRγ. Em 

tecidos tumorais a divergência é ainda maior como já foi descrito na introdução. 

 Já foi relatado que o status nutricional de retinóides afeta o nível de proteína 

ligadora de retinóides em animais adultos (Schmutzler, 1998). Além disso, a regulação 

da expressão de RARβ por retinóides já foi demonstrada in vivo e in vitro (Grunt, 2005).  

Mostramos em nosso trabalho que os isômeros de AR foram capazes de diminuir a 

expressão dos receptores de AR, permanecendo apenas a expressão dos RXRα e 

RXRβ (Figura 13).Um estudo publicado em 1992 realizado por Kato e colaboradores 

mostrou que a deficiência de vitamina A e a sua reposição em ratos pode modular a 

expressão principalmente de RARβ.  Nesse estudo foi observado que a deficiência de 

vitamina A causou redução na expressão de RARβ, sem influenciar a expressão do 

RARα e RARγ. Ao contrário, a reposição da vitamina A fez com que a expressão de 

RARβ voltasse aos níveis normais, a análise de mRNA foi feita por Northern blot e foi 

realizada em diversos tecidos periféricos, exceto na tireóide. Este trabalho ainda 

mostrou que nem a vitamina D nem o hormônio tireoideano, que são ligantes de 
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receptores que heterodimerizam com o receptor de retinóide, foram capazes de 

modular a expressão 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 câncer de pulmão 

(camundongo A/J). Este tratamento resultou em redução de 48% do crescimento 

tumoral e redução de 40% na incidência de tumor, além disso, aumentou a expressão 

do mRNA do gene de RARβ.  

Em 1994, Del Senno e colaboradores estudaram em cultura primária de tireócitos 

normais e adenomatosos o efeito do AR. Eles avaliaram se o TSH e o AR poderiam 

modular o receptor RARα. Eles não encontraram nenhuma modulação, pelo menos em 

relação ao mRNA de RARα.  Já em 1998 foi mostrado o efeito do AR na expressão de 

seus receptores em diferentes linhagens de células, FTC-133 e FTC-238, derivadas de 

carcinoma folicular, e Hth74 e C643, derivadas de carcinoma anaplásico. O RARα foi 

reduzido nas células anaplásicas após o tratamento com AR, já o RARβ foi estimulado 

pelo AR nestas células, sendo que todos estes resultados forma adquiridos usando RT-

PCR semi-quantitativo (Schmutzler, 1998).  

Células de câncer de ovário e mama, quando tratadas com inibidor do receptor de 

EGF, têm a expressão de RARβ �aumentada (Grunt, 2005). Os receptores de EGF 

possuem uma importância crucial para a transformação maligna, progressão, 

diagnóstico, prognóstico e tratamento de vários tipos de câncer. Cerca de 30% dos 

cânceres de mama e ovário superexpressam este receptor, que é indicativo de um 

prognóstico desfavorável. O RARβ se distingue dos outros receptores por dois fatores: 

primeiro, a interação do RARβ com co-repressores é mais ineficiente, então os 

heterodímeros contendo RARβ são mais responsivos a retinóides do que aqueles que 

não o contêm. Segundo, em contraste com os outros receptores de retinóides, que 

requerem ativação pelo ligante para transreprimir AP-1, RARβ reprime AP-1 já na 

ausência de ligante. Assim o RARβ é um importante mediador dos efeitos biológicos 

dos retinóides e atua como um inibidor constitutivo da atividade de AP-1.  Estes 

achados sugerem que uma ligação entre receptor de EGF/retinóide pode gerar um 
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grande potencial para o design de drogas anticâncer usando inibidores do receptor de 

EGF e retinóides (Grunt, 2005). 

Foi demonstrada por Féart e colaboradores que células mononucleares de sangue 

periférico de pacientes com hipotireoidismo apresentavam diminuição da expressão de 

alguns receptores nucleares de retinóides, como RARα e RARγ. Isto sugere que os 

hormônios tireóideos podem regular a expressão dos receptores de retinóides. 

Em 2004, Rousseau e colaboradores mostraram que células de câncer de mama 

positivas para o receptor de estrogênio quando tratadas com AR aumentam a 

expressão dos receptores RARα e β, o que não ocorre com as células negativas para o 

receptor de estrogênio (Ctrl), sendo que aumentou muito mais o receptor RARβ. Isto 

sugere uma relação entre a presença do receptor de estrogênio e a sensibilidade ao 

AR. Estas células de câncer de mama positivas para o receptor β � de estrogênio �ERβ �, 

têm seu crescimento inibido após tratamento com AR, o que sugere também que o 

RARβ � esteja relacionado com a inibição do crescimento celular (Rousseau, 2004).  

Outro trabalho publicado por Elisei e colaboradores (2006) mostrou que apenas as 

linhagens celulares que expressaram o RARβ tiveram inibição da proliferação celular 

quando tratadas com all-trans AR, porém não tiveram variação da captação de iodeto. 

Estes células são derivadas de carcinoma folicular (WRO) e carcinoma folicular pouco 

diferenciado (NPA), enquanto que as células derivadas de carcinoma anaplásico (ARO 

e FRO) e medular (TT) não sofreram efeito do tratamento com AR, e não expressaram 

o RARβ.  

 Este resultado difere do mostrado em 2004 por Haugen e colaboradores, onde, 

usando RT-PCR, foi mostrado que as células WRO não expressavam nem estimulavam 

via 9-cis-AR, o gene de RARβ,�� assim como� não houve inibição do crescimento após o 

tratamento com AR o� que concorda com a hipótese de que a presença do RARβ é 

requerida para a inibição do crescimento. A razão pela qual a expressão do RARβ 

estava presente nas células WRO desses autores (Haugen, 2004), mas não nas células 

WRO de outros laboratórios é difícil de explicar; uma possibilidade sugerida pelo grupo 

é que elas sofram algumas mudanças durante as passagens. 
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 A modulação da expressão dos receptores de AR pode ocorrer por mecanismos 

epigenéticos. Mecanismos de silenciamento epigenético de genes supressores de 

tumor têm sido relacionados a carcinogênese e o RARβ  é codificado por um gene 

supressor de tumor freqüentemente silenciado durante a carcinogênese (Mongan, 

2005). Histonas desacetilases (HDAC) e DNA metiltransferases (DNMT) têm um papel 

fundamental e temporal de regulação da expressão gênica. Foi mostrado que inibidores 

de HDAC, incluindo a trichostatina A, pode induzir diferenciação e inibição de 

crescimento de muitos tipos de células de câncer in vitro (Kelly, 2002).  Estudos futuros 

serão feitos para determinar se a diminuição da expressão dos receptores de AR 

ocorreu por mecanismos de silenciamento epigenético, para isso usaremos o ácido 

valpróico, um inibidor de HDAC, e avaliaremos se existe restauração da expressão dos 

receptores de AR, o que já foi demonstrado em células de câncer de mama (Mongan, 

2005). 

O hormônio estimulador da tireóide (TSH) é o regulador hormonal primário da 

função tireóidea e é conhecido por estimular a captação de iodeto na tireóide (Vassart 

apud Riedel, 2001). Nenhuma captação de iodeto é detectada em humanos cujos níveis 

séricos de TSH foram suprimidos e já foi demonstrado tanto in vivo quanto in vitro que o 

TSH é capaz de aumentar a captação de iodeto e a transcrição de NIS na tireóide de 

ratos (Martino apud Riedel, 2001). Além disso, foi observado por Riedel e 

colaboradores que na ausência de TSH o NIS é redistribuído da membrana plasmática 

para o compartimento intracelular. Isto sugere que sob deprivação de TSH, a perda da 

captação de iodeto pode ser devido à redistribuição intracelular de NIS. Nas células 

PCCL3 também observamos a redução da captação de iodeto após 48h de cultivo na 

ausência de TSH (Figura 14a ) e, por microscopia confocal, observamos que o NIS se 

encontra no espaço intracelular (Figura 14b ).  

 Na tentativa de mostrar relação entre os efeitos do TSH e do AR na função de 

NIS, avaliamos a expressão dos receptores de AR após 48h de cultivo sem TSH. 

Observamos que houve modulação negativa da expressão dos receptores de AR, 

restando apenas a expressão do RXRα e RXRβ �(Figura 15 ), assim como havia ocorrido 

com o tratamento com AR. Porém notamos que após a reposição por 48h com TSH, 

apesar do retorno da captação de iodeto a níveis normais (Figura 16 ), a expressão dos 
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receptores continua baixa. (Figura 17 ). Isto nos sugere que não deve existir uma 

relação direta entre a falta dos receptores de AR e a redução da captação de iodeto, 

pelo menos na ausência do AR, ou seja, a simples ausência de receptores não 

determina uma redução da captação de iodeto, desde que se tenha TSH. Outra 

hipótese seria de que o RXRα e RXRβ, que permanecem expressos, teriam maior 

importância sobre a modulação negativa da expressão de NIS que os outros 

receptores. 

 Por fim, mostramos neste trabalho que o efeito que o AR exerce na diminuição 

da captação de iodeto continua ocorrendo mesmo com a maioria dos receptores não 

sendo expressos (Figura 18 ). No Esquema 3  está sendo mostrado o modelo proposto 

para a regulação da captação de iodeto via receptores de ácido retinóico RXRα e 

RXRβ. Como o efeito do AR, na diminuição da captação de iodeto, ocorre quando na 

presença apenas dos receptores RXRα e RXRβ, podemos sugerir que o AR deve se 

ligar aos homo ou heterodímeros formados por estes receptores e assim, modular 

negativamente a expressão do NIS e, portanto, diminuir a captação de iodeto. Além 

disso, o ácido retinóico pode usar este mesmo mecanismo de ação para impedir a 

translocação do NIS para membrana plasmática. 
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Esquema 3  Possível mecanismo usado pelo acido retinóico para regulação da expressão e da 
translocação de NIS para membrana plasmática. A regulação pode ocorrer devido à interação 
dos AR com as isoformas RXRα e RXRβ dos receptores de AR. 
 
 Portanto sabemos que as ações do AR são mediados pela ligação aos 

receptores nucleares (RARs), que atuam como fatores de transcrição induzida por 

ligante formando heterodímeros com os receptores de retinóide X (RXRs) e ligando ao 

elemento responsivo ao AR (RARE) localizado na região regulatória dos genes alvo 

(Chambon, 1996). No entanto, existem evidências de que os receptores nucleares 

podem mediar efeitos rápidos extragenômicos que estimulam as vias de sinalização por 

mecanismos ainda não compreendidos, que são independentes da ligação dos 

receptores ao elemento responsivo ao DNA (Parker, 2002). Em 2006, Aggarwal e 

colaboradores, mostraram ação não clássica do AR ativando a proteína de ligação ao 

elemento responsivo ao AMP cíclico (CREB) em células epiteliais normais de brônquio 

humanas. Foi mostrado que o AR ativa CREB independentemente dos receptores de 

AR, já que, mesmo estando estes silenciados por pequenos RNAs de interferência 
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(siRNA), houve ativação. Além disso, a inibição de PKC ou ERK1/2 bloqueiam a 

ativação de CREB mediada pelo AR. Logo, existe ainda uma segunda possibilidade de 

mecanismo de ação do AR que será por mecanismos independente dos seus 

receptores, ativando diretamente vias de sinalização citoplasmática como as vias de 

PKC e MAPK.  
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RESUMO DOS RESULTADOS 

 

VI. RESUMO DOS RESULTADOS 

 

• O ácido retinóico não influencia a viabilidade celular nem a morfologia das 

células PCCL3; 

 

• Ocorre diminuição da quantidade de iodeto intracelular com o tratamento de 

AR na dose de 1µM por 48 e 72 horas; 

 

• Esta diminuição não acontece devido ao aumento do efluxo de iodeto, mas 

por alterações no NIS; 

 

• Os isômeros do AR diminuem a expressão do mRNA de NIS; 

 

• Apesar da redução do mRNA de NIS, a proteína NIS continua sendo 

expressa (meia-vida longa), porém existe diminuição da sua localização na 

membrana plasmática; 

 

• As células PCCL3 quando cultivadas na presença de TSH expressam quase 

todos os receptores de AR, exceto o RARγ. Além disso, observamos que 

alguns receptores foram expressos também no citoplasma, como o RARβ e o 

RXRγ.  

 

• O tratamento com os isômeros de AR fizeram com que as células PCCL3 

diminuissem a expressão dos RARα, RARβ e RXRγ e continuassem 

expressando apenas os receptores RXRα e RXRβ; 
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• Na ausência do TSH as células diminuem sua capacidade de captação de 

iodeto e também diminuem a expressão dos receptores de AR, continuando a 

expressar apenas o RXRα e o RXRβ; 

 

• Com a reposição do TSH a célula PCCL3 volta a captar iodeto, inclusive 

significativamente mais do que as células que não tiveram a retirada do TSH. 

Porém não houve retorno da expressão dos receptores. Portanto o TSH atua 

independentemente do repertório de receptores de AR presente; 

 

• Quando os isômeros de AR foram administrados no momento que a célula 

expressava apenas os receptores RXRα e o RXRβ, a célula continuou tendo 

sua captação reduzida. 
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CONCLUSÕES 

 

VII. CONCLUSÕES 

 

1) Os isômeros do AR diminuem a captação de iodeto por células PCCL3, mesmo 

na presença de TSH. Essa ação ocorre mesmo na ausência dos receptores 

RARα, RARβ e RXRγ. 

 

2) A diminuição do NIS pelo AR ocorre devido à diminuição da expressão do mRNA 

do NIS. Há ainda diminuição da presença do NIS na membrana plasmática. 

 

3) O TSH modula positivamente a expressão dos RAR e RXR, entretanto sua ação 

estimulatória sobre o NIS não depende da presença desses receptores. 

 

4) Os isômeros de AR modulam negativamente a expressão dos receptores RARα, 

RARβ e RXRγ e podemos inferir que a diminuição de .NIS ocorra pela ligação do 

AR aos receptores RXRα e RXRβ ou por mecanismos não clássicos 

independentes dos receptores de AR. 
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Tipos de  Origem Tratamento Crescimento Morte Secreção de Síntese de Ativação C aptação Expressão Referências  

Células      Celular  Celular  tireoglobulina  T3 e T4  de D1  de iodeto  de NIS    

UCLA RO 82W-1 (folicular) 
Humana 13-cis AR Diminui       Diminui Aumenta   

Van Herle AJ., 1990  

Tireóide normal Porco AR (Qual ?)       Diminui       Hishinuma A., 1992  

Tireóide normal Humana AR (Qual ?) não altera   Diminui         Namba H., 1993  

Tireóide normal Humana All-trans AR Diminui   não altera         del Senno L., 1993  

Tireóide 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 anaplásica Humana All-trans, 9-cis e 13-cis AR         não altera     Schreck R., 1994  

FTC-133 e FTC-238 Humana All-trans AR           não alterou Aumenta Schmutzler C., 1997  

HTh74 e C643 (anaplásicos) Humana All-trans AR           não alterou não alterou Schmutzler C., 1997  

FRTL-5 Rato All-trans AR           Diminui Diminui Schmutzler C., 1997  

Tireóide normal Porco Retinol   Aumenta           Fröhlich E., 1999  

MCF-7 (tumor mama) Humana All-trans AR           Aumenta Aumenta Kogai T., 2000  

Tireóide normal Porco Retinol Diminui Aumenta Diminui         Fröhlich E., 2001  

MCF-7 (tumor mama) Humana 9-cis AR           Aumenta Aumenta Tanosaki S., 2003  

Tireóide normal Porco Retinol Diminui Aumenta       Aumenta não alterou Fröhlich E., 2004  

MRO e WRO (folicular) Humana 9-cis AR não altera             Haugen BR., 2004  

DRO (anaplásico) Humana 9-cis AR Diminui Aumenta           Haugen BR., 2004 
 

 
Tabela 1.  Resumo dos resultados dos tratamentos com ácido retinóico em células normais e tumorais. 
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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