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Resumo

A regulacdo da captagao de iodeto e de glicose pelas células tiredides é
fundamental para a biossintese dos horménios tiredideos, e para o diagnostico do
cancer de tiredide. Avaliamos o papel da cinase ativada por AMP (AMPK), sobre a
regulacdo da captagdo de iodeto e glicose nas células PCCL3, e na glandula
tiredide de ratos Wistar. Demonstramos que a AMPK esta expressa na glandula
tiredide de ratos e nas células PCCL3. A incubacdo com ativador da AMPK,
AICAR, causa reducgao significativa na captagdo de iodeto de maneira dose e
tempo dependentes. O inibidor da AMPK, composto C, ndo somente reverte os
efeitos do AICAR sobre a captacdo de iodeto, quanto aumenta este processo
acima dos niveis do grupo controle. O mecanismo pelo qual a AMPK diminui a
captacdo se da pela reducdao da expressdao do co-transportador Na*/I-.
Observamos que uma unica dose de AICAR em ratos foi suficiente para ativar a
AMPK e inibir a captagao de iodeto in vivo. A incubagdo com AICAR aumenta a
captagdo de glicose de maneira dose e tempo dependentes, enquanto que o
composto C reverte esse efeito. O mecanismo pelo qual esse efeito acontece néo
esta relacionado a expressao dos transportadores de glicose GLUT1/4, nem com
a fosforilagdo da proteina AS160. A via de sinalizacdo do TSH mediada por PKA
inibe a ativacdo da AMPK, em um processo que independe da cinase LKB1. Em
conclusao, AMPK esta presente na glandula tiredide e participa da regulagao da
captagao de iodeto e glicose.



Abstract

The regulation of iodide and glucose uptake is a very important step in the
synthesis of thyroid hormones and in the diagnostic of thyroid cancer. Therefore,
we evaluate the role of AMP-activated protein kinase (AMPK), on the regulation of
iodide and glucose uptake in PCCL3 cells and on thyroid gland of male Wistar
rats. We showed for the first time that AMPK is expressed in the thyroid gland and
its activation thought AICAR induces a significant decrease of iodide uptake in a
dose and time dependent manner. The AMPK inhibitor, compound C, not only
completely prevented AICAR-induced inhibition of iodide uptake, but also
increased this variable over control values. The mechanism by which these
alterations occur is related with a significant decrease in the expression of the
sodium-iodide transporter. We also, showed that one injection of AICAR decreased
the iodide uptake in vivo. The incubation with AICAR increased glucose uptake in
a dose and time dependent manner, and compound C completely reverted this
effect. The mechanism behind these effects is not related to the expression of
glucose transporters, GLUT 1/4, or increased in phophorilated or total protein
AS160. The intracellular pathway of TSH effect driven by PKA inhibits AMPK
activation independently of LKB1 expression. In conclusion, AMPK is present in
the thyroid gland and regulates iodide and glucose uptake.
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1. INTRODUCAO

Uma das principais caracteristicas dos mamiferos € a capacidade de
transformar a energia proveniente dos alimentos em energia metabdlica,
necessaria para manutencao das mais diversas fungoes fisioldgicas (ERECINSKA
& WILSON, 1982). Igualmente importante € a capacidade de equilibrar as taxas
de gasto e producdo de energia, que pode ser ilustrada pela chamada balanga
energética, na qual de um lado temos a ingestao alimentar e do outro o gasto de
energia do organismo (ROTHWELL & STOCK, 1981).

No ambito fisioldgico, o sistema neuro-endocrino € o principal responsavel
pela regulagédo precisa do balango energético do organismo. A glandula tiredide
desempenha papel fundamental nessa regulagdo através da produgdo dos
horménios tiredideos (tiroxina - T4; 3,3'5- triiodotironina - T3) (TATA et al 1962,
HULBERT, 2000; KIM, 2008).

No ambito celular, a relagdo ATP/ADP é a que melhor representa o equilibrio
entre gasto e producao de energia. As principais vias de produg¢ao de energia nas
células séo a glicdlise e a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, sendo esta ultima
responsavel por mais de 80% da producdo de ATP (ERECINSKA & WILSON,
1982).

A glandula tire6ide é um dos maiores 6rgaos enddcrinos do corpo, chegando
a pesar até 20g em adultos. Ela é composta de dois lobos interligados por uma
estrutura chamada de istmo. A unidade funcional da tiredide é chamada de
foliculo e é composto por uma unica camada de células tiredideas, organizadas
em forma esféricas. No centro dessa estrutura encontra-se uma substancia rica

em proteina chamada de coléide. O principal constituinte do coldide € a proteina



tireoglobulina, que é sintetizada pela célula folicular, secretada no coldide e
utilizada como precursora dos hormonios tireéideos (HT), T4 e T3 (Larsen et al,
2002).

A célula epitelial do foliculo tireéideo é polarizada, contendo a membrana
apical, voltada para o coldide, onde estao localizadas as enzimas tireoperoxidase
e NADPH oxidase, fundamentais para iodagdo da tireoglobulina e sintese
hormonal, e a membrana basolateral que esta em contato com a corrente
sanguinea e onde se encontram o co-transportador Na*/l, a Na*/K* ATPase, o
receptor do hormdnio tireotrofico (TSH), entre outras proteinas (CAPENN 1996;
ROSS et al 1993) (Figura 1).

O metabolismo e a fungédo das células foliculares, esta sob regulagdo do
eixo hipotalamo-adenohipdfise. A funcdo de todo esse complexo é regulada por
um modelo basico de retroalimentagado negativa envolvendo o horménio liberador
de tireotrofina (TRH), produzido pelo hipotalamo, o hormonio tireotrofico,
produzido pela hipdéfise, e os hormdnios tiredideos, produzidos pelas células
foliculares da tiredide. O TSH, produzido por células da adenohipdfise
denominadas de tireotrofos, é o principal regulador da fungao tiredidea (LARSEN
et al 2002). Esse horménio possui duas cadeias peptidicas, alfa e beta, e exerce
seus efeitos através da ligagdo com seu receptor que pertence a superfamilia dos
receptores aclopados a proteina G: Gs e Gq (RASPE & DUMONT, 1991). Assim,
quando o TSH se liga ao seu receptor na membrana basolateral das células
foliculares, ocorre dissociagao do trimero da proteina Gs e a subunidade Gas
induz a ativagcao da enzima adenilato ciclase que aumenta a sintese se AMP-
ciclico desencadeando uma cascata de sinalizacao intracelular. Ja foi

demonstrado também, que em altas concentragdes, a ligacdo do TSH ao seu



receptor leva a ativacado da fosfolipase C, através da proteina Gq, que induz a
producdo de inositol-3-fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) desencadeando uma
outra cascata de sinalizacdo intracelular. Como consequéncia, ocorre uma série
de modificagdes no metabolismo do tiredcito, ocorrendo estimulo de todas as
etapas de sintese e secreg¢do hormonal, além da proliferagao celular (LARSEN et
al, 2002; CORVILAIN et al 1994).

A célula tiredidea, utiliza predominantemente acidos graxos para a produgao
de energia necessaria para as suas fungdes como transporte de iodeto, sintese e
secregdo hormonal (BERBEROF-VAN-SANDE et al 1972). Outro substrato
importante € a glicose que, apesar de contribuir pouco na producdo de ATP
através da glicolise, tem um papel fundamental na via das pentoses produzindo
NADPH, necessario para a sintese dos HT. O TSH estimula a utilizagcdo de ATP
na ceélula tiredidea através do estimulo de todas as etapas de sintese e secregao
hormonais. Dessa forma, com o gasto de ATP, ha uma diminuigdo da relagdo ATP/
ADP na célula, o que aumenta o fluxo das vias de producdo de ATP
restabelecendo a relagao (BERBEROF-VAN-SANDE et al 1972).

A captacao de iodeto € uma das principais etapas na producao dos HT e é
diretamente influenciada pela relacdo ATP/ADP. Esse processo € realizado pelo
co-transportador soédio-iodeto (NIS) e depende da manutencdo do gradiente
eletroquimico do soédio, mantido pela Na*/K* ATPase na membrana basal
(LARSEN et al 2002). Ja foi demonstrado que, na presenga de inibidores da
respiracao mitocondrial, a captagao de iodeto € drasticamente reduzida. Em parte,
0 mecanismo para tal inibicao parece estar relacionado a diminuicdo na atividade
da Na/K ATPase. Porém vias de sinalizagdo reguladas pela relacdo ATP/ADP

também podem estar envolvidas (WOLFF, 1964).



A cinase ativada por AMP (AMPK) tem sido descrita como um importante
integrador de sinais que controla o balango energético celular. A AMPK é um dos
componentes de uma cascata de proteinas cinases, e € ativada por modificagdes
na relacdo AMP:ATP, atuando assim como “sensor energético” intracelular (KAHN
et al 2005). Nos tecidos periféricos, a AMPK esta relacionada a importantes
efeitos no metabolismo, participando das vias de regulagdo de moléculas
responsaveis pelo controle da captagéo de glicose e acidos graxos, bem como do
armazenamento e utilizagdo desses substratos no musculo esquelético, tecido
adiposo, figado, coragéo e células B do pancreas (STEINBERG & KEMP, 2009).
No entanto, apesar de poucos estudos terem avaliado a relagaéo entre as agdes
dos HT sobre o metabolismo energético e a modulagdo da expressdo e da
atividade da AMPK em diversos tecidos, o papel da AMPK na tireéide ainda é
desconhecido. Devido a sua forma de ativagao, postulamos que a AMPK possa
influenciar tanto processos que consomem energia como a captagao de iodeto,

quanto da regulagéo de utilizagdo de substratos energéticos, como a glicose.
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Figura 1 - Esquema representativo da biossintese dos hormoénios tiredideos.
Tg: tireoglobulina, TPO: tireoperoxidase, H202: perdoxido de hidrogénio; I
iodeto; T4: tiroxina; T3: triiodotironina; TSH-R: receptor do horménio tireotréfico;
NIS: co-transportador de Na* e I, A Na* - K* ATPase: enzima sédio potassio

ATPase (Adaptado de FILETTI et al, 1999).

1.1 Transporte de lodeto

A glandula tiredidea possui importante papel no controle do metabolismo
intermediario, da taxa metabdlica basal, da ingestdo alimentar, além de ser
fundamental para o desenvolvimento do sistema nervoso central no feto e

neonato (LARSEN et al 2002; TATA et al 1962). Toda essa gama de efeitos da



tiredide é desempenhado pelos hormoénios tiredideos triiodotironina (T3) e tiroxina
(T4), os unicos hormdnios que possuem iodo em sua estrutura em todos os
vertebrados. O iodeto (I7), é portanto, um constituinte essencial para os HT de
modo que toda a fungado tiredidea depende de um aporte adequado desta
molécula (LARSEN et al 2002). Dessa forma, um sistema especializado esta
presente na glandula tiredide para garantir que grande parte do I, ingerido na
dieta se acumule na tiredide para ser utilizado na sintese dos HT (LA VIEJA et al
2000). A relevancia desse sistema se torna mais aparente quando constatamos
que o I” é escasso no ambiente. O bdcio endémico e o cretinismo, causados
principalmente por uma insuficiéncia na ingestdo de I, € um grande problema de
saude publica em diversos paises afetando milhdes de pessoas em todo o mundo
(LA VIEJA et al 2000).

O estudo da captacéo de iodeto pela glandula tiredide se tornou de grande
importancia também para o diagndstico através da cintilografia, utilizando iodeto
radioativo, bem como no tratamento para destruir células tiredideas
hiperfuncionantes como na doengca de Graves (RIESCO-EIZAGUIRRE &
SANTISTEBAN, 2006; FILETTI et al 1999).

A capacidade das células tiredideas em concentrar iodo foi primeiramente
descrita em 1915. Devido a essa capacidade, a glandula tiredide acumula de
20-40 vezes mais iodeto do que sua concentracdo plasmatica. Dessa forma, a
presengca de um transportador especifico foi sugerida e diversas caracteristicas
desse transporte foram descobertas antes da clonagem do co-transportador Na*/I-
(NIS) em 1996 (WOLFF, 1964). Assim, o acumulo de iodeto na tiredide é um

processo ativo secundario, dependente da Na* - K* ATPase, estimulado pelo TSH



e inibido competitivamente pelos anions tiocianato e perclorato (LA VIEJA et al
2000).

O gene humano do NIS esta localizado no cromossomo 19p12-13.2 e
codifica uma glicoproteina integral de membrana que possui 618 aminoacidos,
com massa de 70-90 kDa. O gene compreende 15 exons interrompidos por 14
introns e uma sequéncia de leitura de 1929 nucleotideos (LA VIEJA et al 2000).
Devido a sua caracteristica funcional, o NIS faz parte da familia dos
transportadores de soluto 5A (SLC5A). Em todos os membros dessa familia, o
transporte do soluto (no caso do NIS o iodeto) depende do gradiente
eletroquimico do sodio como forgca propulsora, ou seja, através da forca do
gradiente eletroquimico do sodio, o iodeto é transportado contra seu gradiente
eletroquimico. A atividade da Na* - K* ATPase restabelece o gradiente
eletroquimico do sédio para que este possa ser novamente utilizado no transporte
de iodeto. Durante um ciclo de transporte, sdo deslocados 2 ions de sddio e 1
iodeto para dentro da célula (BIZHANOVA & KOPP, 2009).

A estrutura do NIS prevé 13 dominios transmembrana, com a regidao N-
terminal voltada para o meio extracelular e a regiao COOH-terminal voltada para o
citosol. A proteina madura possui 3 sitios de glicosilagdo, ainda que estes nao
parecam estar envolvidos na estabilidade, atividade e enderecamento para a
membrana basal. Foi demonstrado que a regido COOH-terminal possui diversos
sitios de fosforilagao, porém o significado fisiologico deste achado ainda tem que
ser esclarecido (LA VIEJA et al 2000; VADYSIRISACK et al 2007) (Figura 2).

Além da glandula tiredide, o NIS é expresso em diversos outros tecidos
como na glandula salivar, glandula mamaria em lactagdo e na mucosa gastrica. A

expressao do NIS nesses tecidos confere a eles a habilidade de transportar iodeto



desempenhando importante papel fisiolégico, como a capacidade de transmitir

iodeto para o recém nato através do leite materno (BIZHANOVA & KOPP, 2009).

Extracelular ™

1

Intracelular T575 or T577

Figura 2 - Figura esquematica mostrando a estrutura secundaria do NIS com 13
dominios transmembrana e os sitios de fosforilagdo. Adaptado de
VADYSIRISACK et al 2008).

1.1.1 Regulagdo da Expressdo do NIS

O TSH é o principal regulador da sintese de NIS na tiredide, aumentando
significativamente o conteudo de iodeto na glandula. A partir da ligacdo do
horm&nio, ocorre tanto ativacdo da cascata de sinalizagao envolvendo adenilato
cinase - AMPc,-PKA, quanto ativacdo de uma subunidade Gq levando a ativacao
da fosfolipase C. Antes da caracterizagdo da proteina NIS em 1996, diversos
estudos demonstraram que o TSH estimulava a captagao de iodeto na tiredide em
um processo que era dependente de AMPc e de sintese de proteina (WEISS et al
1984). Apos a clonagem do NIS, os estudos revelaram que existem pelo menos

dois mecanismos de regulagdo do NIS pelo TSH: o primeiro, e mais 6bvio, é o



aumento na transcricdo e tradugao do gene do NIS, estimulada diretamente pela
via do AMPc. O segundo envolve a regulagao pos-traducional do NIS que sera
discutida mais adiante (RIEDEL et al 2001; WEISS et al 1984).

A regulagao da expressao os NIS pela via TSH-TSHR-AMPc-PKA, parece
ser um consenso na literatura, apesar de ja ter sido demonstrado que o aumento
do AMPc estimula a sintese de NIS independentemente da ativagdo da PKA . Foi
postulado que a via das cinases ativadas por mitdgeno MEK-ERK esta envolvida
na estimulacdo que independe da PKA, porém nao ha consenso sobre a
participacdo desta via no estimulo a sintese do NIS (RIESCO-EIZAGUIRRE &
SANTISTEBAN, 2006; LA VIEJA et al 2000) .

Pelo menos 2 fatores de transcricao tém sido relacionados com o controle
da expressao do NIS e de outras proteinas tiredide especificas: TITF-1 e PAX-8
(BARATTA et al, 2009). TITF-1 é um fator de transcricdo, envolvido no
desenvolvimento tiredideo, que possui sitios responsivos na regido promotora do
gene do NIS, ainda que o significado fisiologico para este achado tenha que ser
melhor esclarecido. O fator com dominio-pareado 8, PAX-8, também possui sitios
de ligagdo em um elemento responsivo a montante, necessario para a transcrigao
do NIS, sendo considerado o principal fator de transcrigdo que regula a expressao
do NIS (ZABALLOS et al, 2008). De fato, ja foi demonstrado que a ativacao de
PAX-8 pela via TSHR-PKA ¢é fundamental para a expressao do NIS em células
tiredideas que foram de-diferenciadas induzindo-se a expressao do oncogene Ras
(BARATTA et al, 2009).

Recentemente, foram descritas vias de sinalizacdo capazes de inibir a
sintese de NIS. A ligagdo do TSH ao seu receptor, causa a dissociagao da

subunidade Gas da subunidade GBy. Enquanto a subunidade Gas leva ao



aumento do AMPc e a ativacado da transcricao do NIS, ZABALLOS et al (2008)
demonstraram que a subunidade Gy inibe a expressdo do NIS ao ativar a via da
PI3K-Akt. O mecanismo para essa inibigao esta relacionado a uma diminui¢ao da
ligacdo ao PAX-8 com o promotor do NIS. O mesmo mecanismo ¢é atribuido a
sinalizagdo desencadeada por TGF-B/SMAD que também inibe a sintese de NIS
estimulada por TSH. Dessa forma, o TSH simultaneamente estimula e inibe a
expressao do NIS, o que pode representar um importante mecanismo de controle
da funcao tiredidea.

Além do TSH, o iodeto € um outro importante regulador da expresséo do NIS
nas células tiredideas. WOLFF e CHAIKOFF, em 1948, descreveram o fendmeno
no qual uma inibicdo na funcéao tiredidea era observada a partir de determinada
concentragdo de iodeto administrado a ratos. Esses autores descreveram que 2
dias apos essa inibigado, algum mecanismo de adaptagao ocorria, 0 que permitia
qgue os niveis de organificagao e sintese hormonal fossem restaurados levando a
normalizagdo da funcdo tiredidea. Esse fendmeno constitui um sistema de
autoregulacédo especializado que protege a glandula do excesso de iodeto,
regulando a entrada deste nas células tiredideas.

Apesar do mecanismo de adaptacao ao fenébmeno WOLFF-CHAIKOFF néao
ser totalmente compreendido, com a clonagem do gene do NIS, foi possivel
observar que 6 horas apds a administracao de altas doses de iodo, ha diminuicéo
na expressao do RNAm do NIS com posterior reducéo da proteina NIS em 24
horas (ENG et al 1999). Esses resultados demonstram que o0 mecanismo de
adaptacao ao efeito WOLFF-CHAIKOFF envolve a regulagdo da expressao do
NIS pelo iodeto. Ainda nédo foi esclarecido se o mecanismo de inibicdo da

expressao do NIS envolve a diminuigcao da interacao do PAX-8 com o promotor do
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NIS, bem como se o mediador desses efeitos € a molécula de iodo ou algum
composto associado ao iodeto, como proposto por alguns autores (LA VIEJA et al

2000; FERREIRA et al 2005).

1.1.2 Controle pés-traducional do NIS

Estudos recentes demonstram que o TSH, além de regular a transcrigdo do
NIS, também modula sua atividade através de mecanismos pés-traducionais. Em
cultura de linhagem de células de tiredide, a retirada do TSH do meio de cultura
leva a diminuigdo na meia-vida do NIS de 5 para 3 dias, e um rapido declinio na
captacéao de iodo. Entretanto, RIEDEL et al (2001) avaliaram a captagao de iodeto
em vesiculas intracelulares, apos a retirada do TSH, demonstrando que o NIS,
apesar de nao estar localizado na membrana basolateral do tiredcito, se encontra
em vesiculas intracelulares. Estes autores ainda demonstraram por
imunofluorescéncia, que a retirada do TSH do meio de cultura leva a
internalizacao do NIS de maneira tempo dependente.

Associado a descricdo de varios sitios de fosforilagdo e da observacao de
que em outros transportadores a fosforilagdo modula a translocacdo para
membrana, foi postulada a hipétese de que a via TSH-TSHR-AMPc-PKA controla
a fosforilagdo do NIS e, consequentemente, a sua localizagdo na membrana
basolateral (RIEDEL et al 2001) (Figura 2). Essa hipotese é reforgcada pela
observagédo de que em outros tipos celulares a retirada da membrana de alguns
transportadores € regulada por vias especificas, em um processo que é

fundamental para o funcionamento celular. Podemos citar, por exemplo, os



transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) que sao regulados por insulina através
da fosforilacdo da proteina AS160, ou ainda, os transportadores de serotonina
regulados diretamente por fosforilagdo (MATSUZU et al 2005; LAW et al 2000).
Todavia, VADYSIRISACK et al (2007) identificaram diversos sitios de fosforilagao
do NIS e apesar da caracterizagao desses sitios como sendo capazes de regular
o transporte do iodeto e a estabilidade da proteina, nenhuma alteracdo na
localizacéo e inser¢do do NIS na membrana foi encontrada quando esses sitios
foram mutados. Devido a importancia do transporte de iodeto para a sintese
hormonal e para o tratamento do cancer de tiredide, a descoberta de mecanismos
que controlam a translocacdo do NIS entre vesiculas intracelulares e membrana
basolateral é de grande interesse. Neste contexto, é surpreendente a observagao
de que, em certos tipos de cancer de tiredide, a eficiéncia to transporte de iodo é
pequena apesar da demonstragao de expressao do NIS. Assim, a regulacao da
localizagdo subcelular desse transportador parece ser a chave para o
entendimento da fungéo tiredidea em diversas situagdes fisioldgicas e patoldgicas

(FILETE et al 1999).

1.2 Metabolismo intermediario na célula tiredidea

A relacdo ATP/ADP no tireécito, além de alterar o transporte de iodeto
através do NIS, é capaz de regular diversos processos celulares como a produgao
de espécies reativas de oxigénio, sintese de proteinas e o transporte de vesiculas
intracelulares, afetando diretamente a produc¢do dos HT. Dessa forma, a utilizagao

de substratos para produgcdo de energia e de outros processos celulares € de
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fundamental importancia para manutencdo do equilibrio dindmico do tireécito
(BERBEROF-VAN SANDE et al 1972).

Encontramos uma grande lacuna na literatura nos ultimos 30 anos a respeito
da regulacdo do metabolismo intermediario na tiredide. A maioria dos estudos
nessa area sao das décadas de 60 e 70 e se limitam a descri¢gao da utilizagao dos
diversos substratos para a produgdo de energia, constituigdo celular e produgao
hormonal. Alguns estudos, entretanto, avaliaram a captacao de glicose em células
tiredideas em cultura (BERBEROF-VAN SANDE et al 1972; HOSAKA et al 1992;
MATSUZU et al 2005; FINKELSTEIN et al 2007)

O transporte de glicose para dentro da célula € uma atividade essencial para
todos os tipos celulares e € mediado pelas diferentes classes de transportadores
de glicose (GLUTs) (MATSUZU et al 2005). Diferentes isoformas dos GLUT tém
sido encontradas na células tiredideas nos diversos modelos de estudo, entre
linhagem de células tiredideas in vitro, glandula tiredide de animais, glandula
tiredide humana e no cancer de tiredide. Apesar de haver grande variagdo na
predominancia de determinada isoforma de GLUT entre esses modelos, parece
ser um consenso que o GLUT1, 3, 4 e 10 sao expressos na tiredide, sendo o
GLUT1 o predominante na linhagem celular FRTL5, bem como nos diversos tipos
de cancer de tiredide (MATSUZU et al 2005).

Diversas evidéncias demonstram que o TSH é o principal regulador da
captacédo de glicose tanto no tecido tiredideo isolado, quanto em linhagens de
células tiredideas (HOSAKA et al 1992; FILETE et al 1987). O mecanismo pelo
qual esse hormdnio controla a captacéo de glicose envolve tanto a transcri¢ao,
quanto a translocagdo de GLUTs para a membrana. SAMIH et al (2000)

demonstraram que tanto o TSH quanto a insulina induzem a translocacéo de



GLUT1 para a membrana da linhagem de células de tireéide FRTL-5. Além disso,
esse autores descrevem o papel fundamental da sinalizacdo mediada por PI3K
nesse aumento da captacao de glicose. Ainda nesse estudo, foi caracterizado que
0 mecanismo de translocagcdo do GLUT1 e o aumento na captagao de glicose na
célula tiredidea é independente da sinalizacédo de PKA (ZABALLOS et al 2008). O
mecanismo pelo qual a PI3K induz a translocagdo do GLUT1 para membrana
ainda nao foi completamente caracterizado, entretanto ndo parece envolver a
glicosilagdo do GLUT1 (SAMIH et al 2000). Em células musculares, foi
caracterizado que a translocacdo do GLUT4 para membrana esta relacionada
com diversas vias de sinalizagdo intracelular como PI3k and AMPK que
convergem na fosforilagdo da proteina AS160 aumentando a quantidade de
GLUT4 na membrana. Entretanto, ainda ndo foi caracterizado se as células
tiredideas possuem AS160 ou outro sistema de controle do deslocamento dos
GLUTs para a membrana (SAKAMOTO & HOLMAN, 2008).

Recentemente, diversos estudos foram publicados avaliando o diagnostico
de cancer da tiredide a partir de uma tomografia de emissao de pésitron (PET)
que se utiliza da captagdo de um analogo da glicose marcado com um
radionucleotideo emissor-de-positron chamado de fluor-18-deoxiglicose ('8F-FDG)
(FINKELSTEIN et al 2007). Essa técnica se baseia no fato de que tumores
apresentam aumento no metabolismo da glicose, o que favorece a precisa
deteccdo da localizagdo, extensdo e metabolismo de células cancerosas.
Utilizando o analogo da glicose '8F-FDG, BLASER et al (2006), confirmaram que
a captagdo de glicose no tiredcito é regulada pela sinalizagcdo de PI3K e
independe da PKA. Interessantemente, este e outros estudos demonstram a

relagao inversa entre o aumento na captagcao desse analogo da glicose e o grau
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de diferenciagao das células tiredideas cancerosas. Particularmente importante,
foi a observagdo da relagdo inversa entre a captagcdo de iodeto (medida por
cintilografia com 133]) e a captagdo do andlogo da glicose em certos tipos de
cancer de tiredide (BLASER et al 2006; GRUNWALD et al 1996; DIETLEN et al
1997). Esses estudos sdo, no entanto, limitados pela falta de conhecimento
acerca dos mecanismos que regulam tanto a captagdo de iodo, particularmente o
posicionamento do NIS na membrana basolateral do tiredcito, quanto a captagao
de glicose, em particular, a expressdo e translocagcdo dos GLUTs para a
membrana. Dessa forma, é de grande relevancia a caracterizagdo das vias
capazes de modular a captagao de glicose e a captacéo de iodeto na tiredide. Um

dos candidatos para essas sinalizagédo é a cinase ativada por AMP (AMPK).

1.3 Cin iv r AMP

A cinase ativada por AMP (AMPK) é uma enzima heterotrimérica formada
por uma subunidade catalitica (a) e duas subunidades regulatérias (B e v).
Existem diferentes isoformas de cada subunidade em mamiferos (a7,a2, 7, B2 e
y1,y2,y3), cada uma codificada por um gene diferente (STEINBERG & KEMP
2009). A descrigao inicial da AMPK era de uma cinase associada a regulagao
enzima acetil-CoA-carboxilase e HMG-CoA-redutase (porque foi descoberta por 2
grupos independentes simultaneamente), passos limitantes para a sintese de
acidos graxos e de colesterol respectivamente. Posteriormente observou-se que
esses processos eram também inibidos por nucleotideos, particularmente o AMP.
Yeh et al (1980) e Daniel Atkinson foram os primeiros a descrever o conceito de

que enzimas metabdlicas podem ser controladas por nucleotideos e pela razéo



[ATP]/[ADP][AMP]. O nome AMPK somente foi aceito quando Carling et al (1989)
descobriram que a cinase associada a acetil-CoA-carboxilase e a HMG-CoA-
redutase era a mesma enzima (STEINBERG & KEMP 2009).

A visao classica € que a AMPK ¢ ativada sob condi¢cbes de deficiéncia de
energia e inibe vias anabdlicas como sintese de acidos graxos e de proteina,
enquanto simultaneamente ativa vias catabdlicas de producédo de ATP. Apesar do
papel como sensor energético ativado por AMP ter sido demonstrado em diversos
sistemas fisioldgicos, estudos recentes demonstram que a AMPK também é
ativada pela cinase da cinase-dependente-de-calmodulina (CaMKK)
independentemente da concentragao de AMP intracelular (KAHN et al 2005).

O mecanismo mais conhecido de ativacdo da AMPK ocorre alostericamente
pelo aumento da relacdo AMP/ATP. A ligagdo do AMP com a enzima, causa
mudanca conformacional expondo um sitio de fosforilagdo na treonina (Thr)-172.
Essa fosforilacdo é fundamental para a ativagcdo da AMPK e é catalisada pela
cinase upstream LKB1 e pela cinase da cinase-dependente-de-calmodulina
(CaMKK), enquanto a inibicdo ocorre por defosforilagao da Thr-172 por proteinas
fosfatase, particularmente pela proteina-fosfatase-1 (PP1) (STEINBERG & KEMP
2009). Uma outra via inibidora foi descrita por Hurley et al (2007) e envolve a
sinalizagdo mediada pelo aumento do AMPc e subsequente ativagdo da PKA.
Esses autores demonstraram que a PKA além de diminuir a atividade da
CaMKKp, fosforilam a AMPK na serina-485/491 (da subunidade a1 e a2,
respectivamente) o que inibe a ativacdo da AMPK, em células secretoras de
insulina INS-1 (Figura 3).

Diversos estudos avaliam a fungdo da AMPK através da administracéo de

um farmaco conhecido como AICAR. Uma vez captado pelas células, o AICAR é
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fosforilado formando um composto similar ao AMP, chamado de ZMP.
Inversamente os diversos estudos tem utilizado o composto C como inibidor
farmacologico da AMPK (STEINBERG & KEMP 2009).

Assim, um grande numero de estressores fisioldgicos, agentes
farmacolégicos e horménios associados com o aumento da relagcdo AMP/ATP,
induzem aumento da atividade da AMPK nos diferentes tipos celulares
(MINOKOSHI et al, 2004). Nos tecidos periféricos, a ativagao dessa enzima
promove a regulagdo por fosforilagdo de enzimas chave do metabolismo

intermediario (DZANKO & STEINBERG, 2009).

CaMKK —— pka D KB/AKt

Pl w
Ca?t cAMP

Figura 3 - Desenho esquematico mostrando a ativacdo da AMPK por fosforilagao
da treonina-172 pelas cinases LKB1,CaMKKJ3, TAK1. O esquema também mostra
a inibicdo da AMPK através da fosforilacdo da serina-485/491 pela PKA e PKB.
Dessa forma, um aumento na concentragcdo de AMPc induz ativacdo da PKA que
tanto inibe a CaMKKp, quanto fosforila o sitio inibitério da AMPK na
serina-485/491 (adaptado de Hurley et al 2006).

No seu estado ativado, a AMPK fosforila os residuos serina 79, 1200 e 1215
da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC). Esta enzima promove a conversao de

acetil-CoA em malonil-CoA, uma importante etapa da sintese de novo de acidos



graxos (AG) no musculo e no tecido adiposo. A AMPK, através da fosforilagcdo dos
residuos serina da ACC, leva a redugao em 80-90% do Vmax desta enzima, sugerindo
que a AMPK seja a cinase “reguladora fisiologica” da ACC. A ACC, por sua vez é
uma enzima multifuncional que catalisa a conversao de acetil-CoA em malonil-CoA
no seu estado ativado (desfosforilada), iniciando a sintese de novo de lipideos na
célula (THOMSON & WINDER, 2009).

O malonil-CoA é um potente inibidor da carnitina palmitoil transferase-1
(CPT-1), que é responsavel por uma etapa limitante da entrada de acidos graxos
(AGs) na mitocondria para que sejam oxidados. Quando a ACC esta inativada
(fosforilada), ocorre queda na concentragao de malonil-CoA e diminuigdo da inibigao
da CPT-1, permitindo o transporte de acidos graxos livres AGCL para a mitocéndria
e sua subsequente oxidagdo. Portanto, o sistema AMPK-ACC tem um papel
importante na regulacdo da homeostase de lipideos na célula (THOMSON &

WINDER, 2009; MINOKOSHI et al, 2004).

1.3.1 Controle da captacdo de glicose pela AMPK

Além do metabolismo de lipideos, diversos estudos demonstram que a
AMPK possui papel importante na regulacdo de etapas fundamentais do
metabolismo de glicose como sua captagdo e oxidagdo (TREEBACK &
WOJTASZEWSKI, 2009). De fato, a demonstracdo de que o AICAR (5-
aminoimidazole-4-carboxamida-1-f-b-ribofuranosida), um ativador farmacolégico
da AMPK, aumenta a captagédo de glicose, independentemente da insulina, em
células musculares, gerou grande interesse do ponto de vista do tratamento da

resisténcia a insulina e do diabetes do tipo 2 (MERRIL et al 1997). Dessa forma,
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ja foi demonstrado que a AMPK aumenta a captacao de glicose no musculo,
tecido adiposo branco, coracdo e figado (KAHN et al 2005; DAVAL et al 2006;
HEATHER et al 2010) .

O mecanismo pelo qual a AMPK aumenta a captagao de glicose no musculo
€ através da fosforilacdo da proteina AS160. No estado nao fosforilado, a AS160
esta associada a vesicula de GLUT4 impedindo seu deslocamento para a
membrana celular. Quando fosforilada pela AMPK ou pela Akt (AS160 é um ponto
de convergéncia entre a sinalizagdo da insulina e a AMPK) ela se desprende da
vesicula permitindo a insercdo do GLUT4 na membrana e o aumento na captacao

de glicose (TREEAK et al 2006).

1.4 Relacao entre AMPK e a glandula tiredide

Ja foi demonstrado que nos estados patoldgicos de hiper- e hipotireoidismo
ha aumento e diminuicdo na expressao das subunidades da AMPK no musculo,
respectivamente (PARK et al 2002). Nesse mesmo tecido, IRCHERR et al (2008)
observaram ativagao da AMPK no solear e gastrocnémio 2h apds uma unica dose
de T3, ainda que o significado fisioldgico para essa rapida alteragao tenha que ser
melhor caracterizado. Interessantemente, o0 mecanismo para essa ativagao
parece estar relacionado com a CAMKK em uma acao dos HT. Dessa forma, foi
demonstrado que T3 se liga ao seu receptor na linhagem de célula muscular
C2C12 e ativa a CAMKK que por sua vez ativa a AMPK. Apesar disso,

BRANVOLD et al (2008) demonstraram que a cinase ativadora da AMPK, LKB1,



também esta ativada apos o tratamento com T4 no musculo solear de rato. Isso
sugere que existe mais de um mecanismo de ativagao da AMPK pelos HT.

A ativacdo da AMPK nado esta restrita somente ao tecido muscular
esquelético. Recentemente, foi demonstrado que o mecanismo pelo qual os HT
aumentam a ingestao alimentar, é via ativagdo da AMPK no hipotalamo. Utilizando
injecdes intracerebroventricular do inbidor farmacolégico da AMPK, o composto C,
ISHIL et al (2008), observaram que a administracdo de T4 ndao mais induzia
aumento da ingestdo. No tecido muscular cardiaco de ratos hipertiredideos,
também foi demonstrada uma ativagao significativa da AMPK, que parece mediar
as varias alteracbes metabdlicas dos HT neste tecido (HEATHER et al 2010).
Nenhum trabalho entretanto se propOs a avaliar a expressao e o papel da AMPK
na glandula tireoide.

Tendo em vista que a AMPK regula a distribuicdo subcelular dos
transportadores de glicose em diversos tecidos e considerando que ha correlagéo
negativa entre a captacao de glicose e de iodeto no cancer de tiredide, € possivel
que esta cinase esteja envolvida também na regulacdo da funcdo do co-
transportador sodio-iodeto na tiredide. Uma vez que a captacado de iodeto pela
tiredide é uma etapa fundamental para a biossintese hormonal, além de ser de
grande relevancia clinica, tanto no diagnostico como no tratamento de diversas
doencas da tiredide, é de grande importancia compreender melhor o efeito da
ativagdo e da inibicdo da AMPK sobre a expressao, distribuigdo subcelular e

funcao do NIS.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o papel da AMPK na regulacao da funcgao tiredidea.

2.2 Objetiv ifi

4+ Determinar a expressao da enzima AMPK na glandula tiredide e na linhagem
de células PCCL3;

4+ Avaliar o efeito da ativagao e inibicdo farmacoldgica da AMPK sobre a captacao

de iodeto na glandula tiredidea e na linhagem de células PCCLS3;

4+ Analisar o efeito da ativagdo e inibicdo farmacoldogica da AMPK sobre a

expressao do co-transportador Na/l;

4+ Avaliar o efeito da ativacao e inibicdo farmacoldgica da AMPK sobre a captacao

de glicose na linhagem de células PCCL3;

4+ Investigar o efeito da ativagdo e inibicdo farmacolégica da AMPK sobre a
expressao dos transportadores de glicose GLUT1 e 4 em linhagem de células
PCCLS;

4+ Estudar a relagao entre o TSH e a expresséo e ativagdo da AMPK na linhagem
de células PCCL3;

4+ Avaliar o efeito crénico da administracdo de AICAR sobre a funcéao tiredidea em

ratos Wistar.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

AICAR foi adiquirido por Toronto Research Chemicals, Inc. (Toronto, Ontario,
Canada); “compound C” (6-[4-(2-piperidin-1-yl-etoxy)-phenyl)]-3-pyridin-4-yl-pyrrazolo[1,5-a]
pyrimidine) foi adiquirido por Merck (Gibbstown, NJ, USA). ECL foi adquirido da Millipore
(Billerica, MA, USA). ['**I]Nal foi fornecido por PerkinElmer Life and Analytical Sciences
(Woodbridge, Ontario, Canada).

Anticorpos especificos contra a forma total e fosforilada da AMPK (63 Kda), total da
ACC (260 Kda), LKB1 (60 Kda), total e fosforilada da AS160 (160 Kda) e o anticorpo
secundario conjugado com peroxidase foram adquiridos pela Cell Signaling Technology Inc.
(Beverly, MA, USA). O anticorpo contra a forma fosforilada da ACC (260 Kda) foi adquirido
por Upstate (Charlottesville, VA, USA). Ja os anticorpos contra GLUT1 (55 Kda) e GAPDH
(34 Kda) foram adquiridos por AbCAM (Cambridge, MA, USA). O anticorpo contra GLUT4
(45 Kda) foi adquirido por SantaCruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). O anticorpo
contra o NIS (80 Kda) foi gentilmente cedido pela Dra Nancy Carrasco.

Foram utilizados, perclorato de potassio, TSH bovino, insulina bovina,
apo.transferrina humana, hidrocortisona, somatostatina, fator de crescimento Gly-His-
Lys e penicilina-estreptomicina, todos fornecidos pela Sigma (Aldrich Corporation, St
Louis, USA).

O meio de cultura Coon’s Modified Ham's F12 (F12), Dubeco’s Modified
Essencial Medium (DMEM) e o soro fetal bovino (SFB), foram obtidos da Wisent
(Quebec city, Quebec, Canada). As células PCCL-3 foram generosamente doadas pelo
Dr. Roberto Di Lauro (Universita Federico I, Napoli, Itélia) e as células musculares

L6 foram adquiridas através do banco de células (ATCC, Manassas, MA, USA).
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3.2.1 - Cultivo celular

Foi utilizada a linhagem celular PCCL3, estabelecida a partir de células
epiteliais da tiredide derivadas de ratos Fisher adultos de 18 meses, que mantém in
vitro a maioria das caracteristicas das células tiredideas diferenciadas. Dentre elas
podemos citar a expressdo e secregao de tireoglobulina, atividade da
tireoperoxidase e desiodase do tipo 1 e captagcdo de iodeto. Apesar disso, essa
linhagem ¢é incapaz de produzir horménios tiredides. A proliferacdo destas células é
principalmente regulada por TSH e insulina (FUSCO et al, 1987). As células
cresceram em monocamada, com meio de cultura F12 chamado de 6H,
suplementado com 5% de SFB, e contendo: transferrina (5 ug/mL), insulina (10 pg/
mL), hidrocortisona (10nM), somatostatina (6nM), gli-his-lis (2.5uM) e TSH (1 mU/
mL). As células musculares L6 foram cultivadas em meio de cultura DMEM com 10%

de SBF. As células cresceram em ambiente controlado contendo 5% de CO2 a 37 °C.

3.2.2 - Tratamento das células PCCL3 com AICAR, Composto C, H89
e Forskolina

As células PCCL3 foram tratadas com AICAR e composto C para avaliar os

efeitos da ativacéo e inibigdo farmacolégica da AMPK, respectivamente. Para tanto,



as células eram plaqueadas, 10° por pogo em placa de 24 pogos ou 2,5 x 108 por
poco em placa de 6 pogos, e tratadas com AICAR (nas doses indicadas), composto
C (20 pM) ou ambos por diferentes tempos como indicado. Tanto AICAR, quanto
composto C eram dissolvidos em meio de cultura na presenca ou auséncia de TSH,
como indicado. Quando as células eram incubadas na presenga de composto C, a
mesma quantidade de dimetilsulfoxido (DMSQO) era colocado em todos os outros
grupos. Para os pogos que possuiam ambas as drogas, o composto C era colocado
1 h antes do AICAR. Apds o periodo de incubacao, as células plaqueadas em placa
de 24 pogos foram submetidas ao protocolo de captagdo de iodeto ou glicose,
enquanto que as células plaqueadas em placa de 6 pogos foram submetidas ao
protocolo de Western blot.

Para analise da expressdo da AMPK na presenca ou auséncia de H89 (10
MM) e forskolina (10 yM), as células foram plaqueadas em um placa de 6 pogos
(como descrito), tratadas com as respectivas drogas por 4h e submetidas ao

protocolo de Western blot.

3.2.3 - Ensai a i l 2lulas PCCL

A captacdo de iodo pelas células PCCL3 foi realizado conforme descrito
previamente por VENKATARAMAN & COL (1999). Resumidamente, as células foram
plaqueadas em uma placa de 24 pogos a uma densidade de 10° células por poco.
Apods o respectivo tratamento, as células foram lavadas com 1 mL da solugdo HBSS
(Hank’s balanced salt solution) e incubadas por 45 minutos na mesma solugéo
suplementada com 0,2 uCi Na['?®]] e 0,1 mmol/L Nal. Apos esse periodo as células
foram novamente lavadas com HBSS e lisadas com 0,5 mL de NaOH (0.1 mol/L).

Esse lisado foi entdo coletado e levado para contagem da radioatividade em
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contador (71470 Wallac Wizard™ automatic gamma counter, Turku, Filand). Uma
aliquota de cada pogo foi coletada para a dosagem de proteina pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Para obtengdo da captacédo especifica de iodeto, as
contagens de radiacdo gamma foram subtraidas das contagens das células que
foram tratadas nas mesmas condi¢cdes porém incubadas com o inibidor competitivo
da captagdo de iodeto, KCIO4 (10 pM), e corrigidas pela quantidade de proteina

correspondente. Os resultados foram expressos em % do grupo controle.

3.2.4 - Ensaio de captacdo de glicose pelas células PCCL3

A captacédo de iodo pelas células PCCL3 foi realizado conforme descrito
previamente por GAIDHU et al 2006. Resumidamente, as células foram plaqueadas
em uma placa de 24 pogos a uma densidade de 10° células por pogo. Apds o
respectivo tratamento, as células foram lavadas com 1 mL da solu¢do HBSS (Hank’s
balanced salt solution) e incubadas por 3 minutos na mesma solugao suplementada
com 0,5 mM 2-deoxi-D-glicose and 0,5 uCi of 2-[1,2-3H]deoxi-D-glicose. Apds esse
periodo as células foram novamente lavadas com HBSS e lisadas com 0,5 mL de
NaOH (0.1 mol/L). Esse lisado foi entdo coletado e levado para contagem da
radioatividade em um cintilador (Beckman, New York - USA). Uma aliquota de cada
poco foi coletada para a dosagem de proteina pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Para o calculo da captagao especifica de glicose, as contagens
por minuto foram subtraidas das contagens das células que foram tratadas nas
mesmas condi¢des, porém incubadas com o inibidor especifico da captagao de
glicose, citocalasina B (10 uM), e corrigidas pela quantidade de proteina
correspondente. Os resultados foram expressos como pmols de glicose / mg de

proteina / minuto.



3.2.5 - Anélise da expressido das proteinas AMPK, ACC., AS160,
GLUT1/4, LKB1 e NIS por Western Blot

As células PCCL3, L6, musculo solear e a glandula tiredide de rato foram
tratadas como indicado e homogeneizadas em tampao contendo NaCl 135 mM,
MgCl2 1 mM, KCI 2,7 mM, Tris 20 mM (pH 8,0), Triton 1%, glicerol 10% e inibidores
de proteases e de fosfatase (NaszVOs4 0.5 mM, NaF 10 mM, leupeptina 1 pM,
pepstatina 1uM, e PMSF 0,2 mM). Resumidamente, as células foram raspadas da
placa de cultura e passadas por uma seringa de 1 mL por 5 vezes. Tanto o musculo
solear quanto a glandula tiredide foram processados utilizando homogenizador
(KEA, USA). Tanto os tecidos, quanto as linhagens de células foram entdo
centrifugados por 10.000 g durante 10 minutos a 4°C. Uma aliquota dos lisados foi
utilizada para a determinacédo da concentragao de proteinas em cada amostra, pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976). Antes de aplicadas no gel SDS-PAGE, as
amostras foram diluidas 1:1 (v/v) com tampdo de amostra Laemmli (Tris-HCI
62.5mM, pH 6,8, SDS 2% p/v, DTT 50mM e azul de bromofenol, 0,01% p/v).
Aliquotas contendo 30 pg de proteina dos lisados foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE, e entdo transferidas para membranas PVDF (Bio-Rad Laboratories,
Burlington, ON). As membranas foram entdo bloqueadas em solugcao 3% BSA e
incubadas com os anticorpos especificos, utilizando diluigdes entre 1:500-1:1000,
até o dia seguinte. A revelacéo se deu através da utilizacdo de ECL (Millipore, MA) e
visualizada em filme fotografico (Kodak®). A quantidade de proteina entre as
amostras foi confirmada através da expressdo da proteina GAPDH realizada na

mesma membrana.
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3.2.6 - Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 3 meses de idade
(200 — 250 g), mantidos em gaiolas individuais sob condigbes controladas de
temperatura (23 °C) e ciclo claro/escuro (12h / 12h, com ciclo claro iniciando as 19h).
Todos os animais tiveram agua e racgao oferecidos ad libitum.

Apos o periodo de 1 semana para aclimatacdo, os animais foram,
aleatoriamente, separados para receber AICAR ou veiculo, formando os seguintes
grupos: Controle (Con) e AICAR (A). Utilizamos um total de18 animais para cada
grupo. Todos os experimentos foram realizados apds aprovagao do protocolo pela
Comissdo de Etica em Pesquisa com o Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob numero de

protocolo IBCCF078.

3.2.7 Administracao de AICAR

A administracao de AICAR foi por via intraperitoneal (i.p.), em uma unica dose
de 0,7 g/lKg de massa corporal (m.c.). Os animais que ndo foram tratados com
AICAR receberam volume igual do veiculo (cloreto de sodio 0.9%), nas mesmas
condi¢cbes da administragcao da AICAR. A captacao de iodeto foi realizada 24 h apés
a administragdo de AICAR. Utilizamos 6 animais em cada grupo.

Com o objetivo de analisar se a injecdo de AICAR seria capaz de ativar a
AMPK na glandula tiredidea, um segundo grupo de animais, nas mesmas condi¢coes
anteriores, recebeu uma unica dose de AICAR (0,7 g/Kg m.c.) tendo sido

sacrificados 30 minutos apos a injegao. A glandula tiredide foi rapidamente removida



e congelada em nitrogénio liquido para posterior analise da fosforilagdo da AMPK e

da ACC por Western blot. Utilizamos 2 animais em cada grupo.

3.2.8 Captacao de radioiodo pela gldndula tiredide

Para avaliar a funcdo do co-transportador Na*/I- (NIS) foi utilizada a técnica
desenvolvidas por Ferreira et al (2005) em nosso laboratorio.

Resumidamente, 15 minutos antes da eutanasia cada animal recebeu solucéo
intraperitoneal de radioiodo Na'?®l (0,1 uCi i.p., Amersham, Buckinghamshire,
Inglaterra). As tiredides foram removidas e pesadas. A radioatividade das glandulas
foi medida, usando contador gama de fase solida (1470 Wallac Wizard™ automatic
gamma counter, Turku, Filand) e expressa em percentual da dose de 29

administrada por mg de tiredide.

3.3 - Estudo 2: Efeito da administracio de AICAR 4 dj I
funcio tiresid tos Wist

3.3.1 - Administracao de AICAR

A administracdo de AICAR foi por via intraperitoneal (i.p.), 1 vez ao dia
durante 4 dias seguidos na dose de 0.7g/Kg de massa corporal (m.c.). Os animais
que nao foram tratados com AICAR receberam volume igual do veiculo (cloreto de
sédio 0.9%), nas mesmas condigcbes da administracdo da AICAR. Utilizamos 10

animais em cada grupo.
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3.3.2 - Sacrificio dos animais

Apos o sacrificio, foram coletados sangue para as analises. Para a obtengcao
do soro foi realizada a centrifugacéo (1000 x g, 15 minutos, 4 °C) do sangue em
tubos individualizados com a retirada do sobrenadante (soro). As amostras de soro
foram aliquotadas em 3 tubos e armazenadas a — 70 °C até o momento das analises
das concentragbes séricas de TSH, T3, T4, através de radioimunoensaios

especificos.

3.3.3 - Dosagem do TSH Sérico

A determinacdo dos niveis séricos de TSH foi realizada através de
radioimunoensaio especifico, utilizando um kit fornecido pelo “National Hormone and
Peptide Program/NIDDK” (Dr. Parlow, Bethesda, MD, USA), e expressos em termos
da preparacao de referéncia 3 (RP-3). Esse kit € composto por TSH murino
purificado para a preparagao das amostras utilizadas na curva padrao (0,625 a 25
ng/ml), TSH murino para ser iodado e anticorpo de coelho anti-TSH murino (1°
anticorpo).

A iodagdo da molécula de TSH com '25] foi realizada em nosso laboratério,
pelo método da cloramina T, sendo a molécula marcada purificada em uma coluna
de Biogel (Biogel-P60 fino da Bio-rad, EUA), conforme previamente descrito
(ORTIGA, 1992). O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo (anti-rabbit 1gG,

SIGMA), com adigédo de 6% de polietilenoglicol (PEG) (Isofar, Rio de janeiro, Brasil).



Os coeficientes de variagado intra- e inter-ensaio foram 7,7 e 6,5%,
respectivamente e a sensibilidade do ensaio foi de 0,625 ng/ml usando volume de

100 pl por amostra. O TSH sérico foi expresso em ng/ml.

3.3.4 - Dosagem de T3 e T4 totais séricos

As concentracdes séricas de T3 e T4 foram determinadas através de Kit
comercial para RIE de T3 (DLS — 3100 Active®, TX, EUA) e T4 (DLS — 3200, Active®,
TX EUA) totais, contendo anticorpos especificos aderidos a parede dos tubos de
polipropileno e utilizando T3 e T4 marcados com 125 como tragador. As curvas
padrao foram preparadas com T3 e T4 em soro de rato livre de iodotironinas (soro
zero) nas concentracdes de 25 a 1000 ng/dL e 1 a 50 ug/dL, respectivamente. Para
o kit de T3 os coeficientes de variacio intra- e inter-ensaio foram 4,2 2 6,0% e 7,1 a
7,4%, respectivamente, e a sensibilidade do ensaio foi de 4,3 ng/dl, usando volume
de 50ul por amostra. Para o kit de T4 os coeficientes de variagao intra- e inter-ensaio
foram 7,1 a 7,4% e 2,9 a 5,1%, respectivamente, e a sensibilidade do ensaio foi de
0,4 pg/dl usando volume de 25 pl por amostra. Todo o procedimento foi realizado
seguindo-se as recomendacgdes do fornecedor. Os resultados foram expressos em

ng/dl para o T3 e em ug/dl para o T4.

3.4 - Analise Estatistica

A andlise estatistica empregada na comparagéo dos resultados apresentados

foi realizada com a utilizagdo do programa de analises estatisticas Graphpad Prism
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(versao 5, Graphpad Software, Inc., San Diego, USA). Para a quantificagdo da
expressao dos transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4 por “immunoblotting”, a
densitometria das bandas foi calculada utilizando-se o software Image J 1.39 (NIH,
EUA), e a densitometria foi normalizada pelos valores do grupo controle. Empregou-
se o teste de variancia univariada paramétrica, seguida de teste de comparagao
multipla, Bonferroni's Multiple Comparison Test.

Os resultados dos estudos 1 foram analisados pelo teste de variancia
univariada paramétrica, seguida do teste de comparagdo multipla, Bonferroni's
Multiple Comparison Test. Ja os resultados de massa corporal, TSH, T3 e T4 séricos
do estudo 2 foi analisado por Student t ndo pareado (massa corporal, gorduras retro
e epididimal, T3, T4). Os resultados de TSH e captagao de iodeto, que ndo seguem
uma distribuicdo normal, foram analisados por variancia univariada ndo parameétrica,
Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparacédo multipla de Dunn.

As diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05.



4- RESULTADOS

41 -E 1: Efei
r 3 li n o|ul PCCL i n

4.1.1 Expressao das subunidades a1 e a2 da AMPK na glandula
iredi n 8lulas PCCL
Com o objetivo de demonstrar, pela primeira vez, o papel da enzima AMPK no
controle da funcéo tiredidea, necessitamos confirmar a expressao dessa enzima no
tecido tiredideo, bem como na linhagem de células tiredideas PCCL3. Na figura 4,
pode-se observar a expressao das 2 subunidades a da AMPK com 63 kDa, tanto na

glandula de ratos, quanto na PCCL3. Como controle positivo, utilizamos o musculo

solear de rato, que conhecidamente expressa essa proteina (KEMP & COL, 2009).
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Figura 4 - Expressdo da subunidade a da AMPK no musculo solear, na glandula
tiredidea e na linhagem de células foliculares de tireéide PCCL3. Os tecidos foram
retirados de um rato Wistar macho que nao recebeu qualquer tipo de tratamento e
era alimentado com racdo e agua ad libitum. A linhagem de células PCCL3 foi
cultivada em meio de cultura F12 6H. A proteina GAPDH foi utilizada como controle
de carregamento.

4.1.2 Efei AICAR r fosforilaca AMPK

Realizamos inicialmente uma curva dose-resposta para avaliar a
concentragcao 6tima de AICAR a ser utilizada. A exposi¢cdo das células PCCL3 ao
AICAR levou a diminuigdo significativa da captagcdo de iodeto de maneira dose
dependente. Dessa forma, foram observados significativas redugdes na captagao
nas doses de 0.5, 1 e 2 mM (Figura 5B). Em paralelo, analisamos a fosforilagdo da
AMPK e da ACC por Western blot nas mesmas condi¢des anteriores. O tratamento
das células PCCL3 com AICAR também causou aumento na fosforilagao da AMPKa

e do seu alvo preferencial ACC de maneira dose dependente (Figura 5A). A



quantidade total de AMPKa nao sofreu alteragao nas menores doses de AICAR (0.25
e 0.5mM), enquanto houve uma pequena diminuigdo na expressdo nas maiores
doses (1 e 2 mM). Nenhuma modificagédo foi observada na quantidade total de ACC.
A partir desse resultado, passamos a utilizar a dose de TmM de AICAR em todos os
experimentos.

Com o objetivo de investigar se os efeitos do AICAR sao realmente
desempenhados pela AMPK, nds avaliamos a expressao da AMPKa e ACC
fosforiladas e a captagao de iodeto, na presencga do inibidor farmacolégico da AMPK,
o composto C. Dessa forma, as células PCCL3, cultivadas com meio de cultura 6H,
foram tratadas com composto C, AICAR ou ambos por 24h. O composto C era
colocado em contato com as células 1h antes do AICAR. Como esperado, o AICAR
induziu a fosforilagcdo da AMPKa e da ACC, enquanto que o composto C inibiu
completamente essa atividade (Figura 6A).

Avaliou-se entdo a captacao de iodeto em diferentes tempos de incubagao
com AICAR, composto C ou ambos. Nenhum efeito significativo foi observado apés
1h de incubacao porém, a partir de 2h, e por diversos momentos até 24h (4, 8 e 16h)
observamos uma reducgao significativa na captagao induzida por AICAR. A presenca
do composto C, ndo s6 reverteu completamente a diminuigdo da captacao induzida
por AICAR, como aumentou a captagdo quando colocado sozinho em relagdo ao
grupo controle (Figura 6B). Esses resultados indicam que a atividade basal da
AMPK exerce um importante efeito na regulagcdo da captagao de iodeto nas células
tiredideas, mesmo na presenca de TSH. Além disso, devido a grande estabilidade do
NIS na presenga de TSH, esses dados sugerem que pode existir mais de um
mecanismo de reducdo da captacdo pela ativacdo da AMPK, pois observamos

efeitos rapidos, que nao envolvem regulagdo da transcricdo, e tardios onde a
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supressao da expressao ou a indugdao da degradacdo do NIS podem estar

envolvidos.
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Figura 5 - Efeito dose resposta de AICAR (A) sobre a expressao das enzimas
AMPK e ACC nas formas total e fosforilada e (B) sobre a captagdo de iodeto
nas células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de cultura F12 6H, e
tratadas com diferentes doses de AICAR (como indicado) por 24h. A proteina
GAPDH foi utilizada como controle de carregamento em todas as membranas.
Os blots sao representativos de pelo menos 3 experimentos independentes,
sendo cada proteina avaliada em uma membrana independente com a mesma
amostra. As mesmas condi¢des foram utilizadas para a captagao de iodeto. Os
resultados da captagao de iodeto foram representados com % do grupo controle
com pelo menos 3 experimentos independentes, com média *+ erro padréo e
n=12. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nivel de
significancia * p<0,05 em relagcéo ao controle e # p<0.05 em relagdo a 1mM.
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Figura 6 - Efeito do inibidor da AMPK, composto C (CC) na presenga (CC+A)
ou na auséncia do AICAR (A) sobre (A) a expressao das enzimas AMPK e ACC
nas formas total e fosforilada apds 24h de tratamento e (B) sobre a captacao de
iodeto nas células PCCL3 em diferentes tempos. Estas foram cultivadas em
meio de cultura HAM'S F12 6H, e tratadas com composto C (20uM), AICAR
(1TmM) ou ambos por 24h. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de
carregamento em todas as membranas. Os blots sdo representativos de pelo
menos 2 experimentos independentes, sendo cada proteina avaliada em uma
membrana independente com a mesma amostra. As mesmas condi¢gdes foram
utilizadas para a captagao de iodeto somente alterando o tempo de tratamento
como indicado. Os resultados da captacdo de iodeto foram expressos como
relativo ao controle com pelo menos 2 experimentos independentes, com media
+ erro padrédo; n=numero de pogos com células por grupo. O asterisco indica
resultado estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle. Nivel de
significancia de pelo menos p<0,05.
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4.1.3 Efeito do AICAR sobre a fosforilacdo da AMPK e ACC e
50 de iodeto in vi

Para avaliarmos a relevancia da inibicdo da captagao induzida por AICAR
observada nas células PCCL3 in vivo, injetamos uma unica dose de AICAR (0.7g/Kg
m.c.) em ratos Wistar machos pesando entre 200-250g e medimos a captacdo de
radiodo de 15 minutos, 24 h depois. Como esperado pelos dados in vitro, uma unica
dose de AICAR foi suficiente para reduzir significativamente a captagao de iodeto em
ratos Wistar (Figura 7B). Isso demonstra que a AMPK regula a captacao de iodeto
também na glandula tiredide in vivo, reforcando a importancia dessa enzima no

controle dessa etapa da sintese dos HT.



A Con AICAR

P-AMPK s
AMPK REHTTSEN  aeeeecssEEs
P-ACC e — —
ACC D
B
0,05 -
0
L5 0,04 - T
o O
3
= 0,03 - '
(@)
W £ T
O =
£8 002 -
® X
Ov
0,01 4
O 1 1

Con AICAR

Figura 7 - Efeito da administracdo de uma unica dose de AICAR sobre a (a)
expressao das enzimas AMPK e ACC nas formas total e fosforilada (b) e sobre a
captacado de iodeto. Foram utilizados ratos Wistar machos (250g) que receberam
uma unica dose i.p. de AICAR 0.7g/Kg m.c. Apds 24h do tratamento com AICAR, os
animais foram injetados com radioidodo ou veiculo e as gléndulas tiredides foram
removidas 15 minutos depois para contagem de radioatividade ou congeladas em
nitrogénio liquido. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de carregamento
em todas as membranas. Os blots s&o representativos de pelo menos 2
experimentos independentes, sendo cada proteina avaliada em uma membrana
independente com a mesma amostra. Para os blots utilizamos n=3. Os resultados da
captagdo de iodeto foram expressos por %'?5l/mg tiredide de tiredide com média +
erro padrao e n = 8. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nivel
de significancia p<0,05.
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4.1.4 Efeito do TSH sobre a ativacao da AMPK

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos pelos quais ocorre a
ativacdo da AMPK nas células tiredideas, avaliamos o efeito do TSH sobre o
controle da expressao e ativacdo da AMPKa, bem como a relacdo entre TSH e
AMPK sobre a captacdo de iodeto. E bem descrito na literatura que a auséncia de
TSH no meio de cultura, leva a rapida redugédo da captagdo de iodeto (RIEDEL,
2001; Kogai et al 2000). Para avaliar se o0 mecanismo de redugdo da captagao na
auséncia de TSH seria mediado pela ativagcdo da AMPK, incubamos as células
PCCL3 em meio de cultivo sem TSH (5H) por 48h na presenga ou na auséncia de
composto C, que foi adicionado nas ultimas 4h do periodo de 48h de privacdo do
TSH. Observamos por Western blot que a retirada do TSH induziu aumento na
fosforilagdo da AMPKa e ACC, sugerindo que o TSH regula negativamente a
ativacao da AMPK nas células foliculares. Como esperado, a presen¢a do composto
C nessas condigdes inibe a ativacdo da AMPK demonstrada em periodos de
privacao do TSH (Figura 8A).

Supreendentemente, quando avaliamos a captacdo de iodeto, encontramos
uma completa restauragao no grupo tratado com composto C, mesmo na auséncia
do TSH por 48h (Figura 8B). Esses dados sugerem fortemente que um dos
mecanismos de reducdo da captacido, que ocorreria pela auséncia do TSH, é via
ativacdo da AMPK nas células foliculares. Além disso, parece existir um sistema
fisiolégico de controle da captagéo de iodeto, regulado por um jogo de forgas entre a
ativacao da AMPK e a sinalizagcdo desencadeada pelo TSH.

Para confirmar se o efeito do TSH sobre a ativacdo da AMPK seria mediado
pelo AMPc e PKA, utilizou-se um ativador farmacoldgico da adenilato ciclase e um

inibidor da PKA, conhecidos como forskolina e H89 respectivamente. Desta forma,



podemos demonstrar que, mesmo na auséncia de TSH a forskolina foi capaz de
inibir a AMPK, enquanto que na presenca de TSH, o H89 aumentou a fosforilagao da
AMPK (Figura 9). Esses dados confirmam que a regulagéo negativa do TSH sobre a
ativacdo da AMPK é mediada pela via classica de sinalizagcdo TSH-TSHr-AMPc-

PKA.
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Figura 8 - Efeito do composto C, na presenga e auséncia do TSH sobre (a) a
expressao das enzimas AMPK e ACC nas formas total e fosforilada (b) sobre a
captacado de iodeto nas células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de
cultura HAM'S F12 5H, sem TSH por 48h e tratadas ou ndo com composto C
(20uM) nas ultimas 4h do periodo de 48h de privagdo do TSH. A proteina
GAPDH foi utilizada como controle de carregamento em todas as membranas.
Os blots sao representativos de pelo menos 2 experimentos independentes,
sendo cada proteina avaliada em uma membrana independente com a mesma
amostra. As mesmas condi¢des foram utilizadas para a captacao de iodeto. Os
resultados da captacdo de iodeto foram expressos como relativo ao controle,
com pelo menos 3 experimentos independentes, com média + erro padrao e
n=18 para cada condicdo. O asterisco indica resultado estatisticamente
significativo em relagé&o ao grupo controle. Nivel de significancia p<0,05.
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Figura 9 - Efeito da retirada do TSH por 48h na presenga ou auséncia de
composto C, H89 e Foskolina sobre a expressdo da enzima AMPK nas formas
total e fosforilada nas células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de
cultura HAM'S F12 5H, e tratadas com composto C (20uM), H89 (10uM) ou
foskolina (10uM) por 4h. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de
carregamento em todas as membranas. Os blots sdo representativos de pelo
menos 2 experimentos independentes, sendo cada proteina avaliada em uma
membrana independente com a mesma amostra.

4.1.5 Mecanismo pelo qual o TSH suprime a ativacdo da AMPK nas células
PCCL3

Para tentar esclarecer o possivel envolvimento da cinase ativadora da AMPK,
LKB1, no mecanismo pelo qual o TSH suprime a ativacdo da AMPK nas células
tiredideas, colocamos as células em meio de cultura privado de TSH (5H) por 48h e
avaliamos a expressao da LKB1. Surpreendentemente, a auséncia de TSH por esse
periodo leva a diminuigdo da expressao da LKB1 nas células tiredideas, indicando
que outro mecanismo é responsavel pela ativacdo da AMPK na auséncia de TSH

(Figura 10).
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Figura 10 - Efeito da retirada do TSH por 48h sobre a expressao da enzima
LKB1 nas células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de cultura HAM’S
F12 5H por 48h. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de
carregamento. Os blots sdo representativos de pelo menos 2 experimentos
independentes.

4.1.6 Mecanismo pelo qual a ativacdao da AMPK inibe a captacao de iodeto nas
células PCCL3

Com o objetivo de desvendar, pelo menos em parte, 0 mecanismo pelo qual a
ativacdo da AMPK pelo AICAR inibe a captacdo de iodeto, tratamos as células
PCCL3 com AICAR, composto C ou ambos por 24h e realizamos um Western blot
para quantificacdo do co-transportador Na/l nessas condi¢cbes. O tratamento com
AICAR diminuiu significativamente a quantidade de NIS, enquanto o composto C
reverteu completamente essa reducéo (Figura 11B). Devido ao fato do NIS possuir
uma meia vida longa na presenga de TSH (em torno de 5 dias), ou seja, nas
mesmas condi¢cdes utilizadas no presente estudo, esse resultado sugere que a
ativacdo da AMPK por 24h pode induzir a degradagdo do NIS. Para melhor
caracterizagao deste resultado, realizamos uma curva temporal de expressao do NIS
com AICAR que foi incubado na presenca das células por diferentes tempos.
Podemos observar uma pequena redugao na expressao do NIS apdés 12h do
tratamento, seguido de uma grande diminuicdo apos 24h (Figura 11A). Devido ao

fato de que a captacédo de iodeto ja esta reduzida em tempos inferiores a 24h,



podemos concluir que outros mecanismos além da indugao da degradacao do NIS

estejam envolvidos na inibicdo da captacao induzida por AICAR.

GAPDH R G G  ———  — —
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Con A cC CC+A

Figura 11 - Efeito do tratamento com AICAR (1mM) (a) em diferentes tempos e
(b) na presenga ou auséncia de composto C (20uM), sobre a expressado do NIS
nas células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de cultura HAM'S F12 6H
e tratadas com AICAR por diferentes tempos e com AICAR, composto C ou
ambos por 24h. A proteina GAPDH foi utilizada como controle de carregamento.
Os blots sao representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.

4.1.7 Efeito do AICAR e composto C sobre a captacao de glicose e expressao
LUT 1/4 e AS160 n dlulas PCCL

Um das mais importantes funcbdes descritas para a ativacdo da AMPK em
diversos tipos celulares é a regulagédo da captacgéo de glicose. Utilizando a linhagem
de células de tiredide PCCL3, realizou-se inicialmente uma curva dose-resposta

para avaliar a concentragcdo 6tima de AICAR a ser utilizada. O tratamento das



45

células com AICAR causou aumento significativo na captagcao de glicose entre a
dose de 1 mM até 2 mM, sendo esta ultima significativamente maior do que 0,5mM

(Figura 12). Dessa forma todos os demais experimentos foram realizados com 1mM

de AICAR.
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Figura 12 - Efeito dose resposta de AICAR sobre a captagdo de glicose nas
células PCCL3. Estas foram cultivadas em meio de cultura HAM’S F12 6H, e
tratadas com diferentes doses de AICAR (1mM) por 24h. Os resultados da
captacao de glicose foram expressos em nmols/min/mg ptn, com pelo menos 2
experimentos independentes, média * erro padrao e n=6 para cada condigcédo. O
asterisco indica resultado estatisticamente significativo em relagdo ao grupo
controle. Nivel de significancia p<0,05.

Posteriormente, realizou-se experimentos para avaliar a captagédo de glicose
sob ativacdo e inibicdo farmacolégica da AMPK em diversos tempos.
Demonstramos em todos os tempos estudados, que a captagdo de glicose é
significativamente aumentada pelo AICAR. Como esperado, o composto C impede
completamente esse aumento, apesar de sozinho nao alterar a captacao de glicose
em relagdo ao grupo controle (Figura 13). Em paralelo aos experimentos de

captacdo de glicose, realizou-se Western blot para quantificar a expressdo de

GLUT1 e GLUT4 nas mesmas condigdes, para esclarecer o mecanismo pelo qual a



ativacdo da AMPK induz ao aumento na captagcdo de glicose. Porém, néao
encontramos diferenga significativa na expressao protéica dos transportadores de

glicose em nenhuma das condi¢des estudadas (Figura 14).
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Figura 13 - Efeito tempo dependente do tratamento com AICAR, composto C
(CC) ou ambos (CC+A) sobre a captagao de glicose nas células PCCL3. Estas
foram cultivadas em meio de cultura HAM'S F12 6H, e tratadas com AICAR
(1mM), composto C (20uM), ou ambos por diferentes tempos como indicado.
Os resultados da captacao de glicose foram expressos em nmols/min/mg ptn,
com pelo menos 3 experimentos independentes, média + erro padrao;
n=numero de pogos com células para cada grupo. O asterisco indica resultado
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle. Nivel de
significancia p<0,01.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com AICAR (A), composto C (CC) ou ambos
(CC+A) sobre a expressdao de GLUT1 e GLUT 4 nas células PCCL3. Estas
foram cultivadas em meio de cultura HAM'S F12 6H, e tratadas com AICAR
(1mM), composto C (20uM), ou ambos por 24h. A proteina GAPDH foi utilizada
como controle de carregamento em todas as membranas. A linhagem de células
musculares L6 foi utilizada como controle positivo. A densitometria das bandas
foi calculada utilizando o software Image J (NIH). O resultado foi expresso como
% do grupo controle com pelo menos 3 experimentos independentes, com
meédia * erro padrédo e n=3.

Com o objetivo de estudar o mecanismo pelo qual o AICAR aumenta a
captacdo de glicose, avaliamos a expressao da proteina AS160 nas mesmas
condicdes citadas acima. Demonstramos pela primeira vez que a proteina AS160 é
expressa na linhagem de células PCCL3. Entretanto, ndo parece haver diferenca na
quantidade total e fosforilada desta proteina em nenhuma das condi¢des estudadas

(Figura 15).
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Figura 15 - Efeito do tratamento com AICAR (A), composto C (CC) ou ambos
(CC+A) sobre a expressao de AS160 nas células PCCL3. Estas foram
cultivadas em meio de cultura HAM'S F12 6H, e tratadas com AICAR (1mM),
composto C (20uM), ou ambos por 24h. A proteina GAPDH foi utilizada como
controle de carregamento em todas as membranas. Os blots sé&o
representativos de pelo menos 2 experimentos independentes, sendo cada
proteina avaliada em uma membrana independente com a mesma amostra.

tiredidea em ratos Wistar

Para avaliar os efeitos da administracao de AICAR por 4 dias consecutivos,
sobre a funcéao tiredidea, tratamos um grupo de ratos Wistar machos com AICAR
(0,7g/Kg) com uma injegao i.p. diaria. Controlamos a massa e composigao corporal,
bem como os niveis séricos dos HT e TSH.

Nao encontramos diferenga significativa na massa e composi¢ao corporais
apos 4 dias de tratamento. Entretanto, observamos diminuicdo transitoria na
ingestao alimentar, com redugéao significativa ocorrendo em torno do segundo dia de
administragao, retornando aos valores do grupo controle no 4° dia de administracéo
de AICAR.

Nenhuma alteragédo foi encontrada nas concentragdes séricas de T4, T3 e

TSH apds 4 dias de administragao de AICAR.
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Figura 16 — Efeito do tratamento com AICAR (0.7g/Kg m.c.) por 4 dias sobre a

massa

corporal, ingestdo e concentragao séricas dos horménios T4, T3 e TSH em

ratos Wistar machos. Os resultados sao representativos de pelo menos 2

experimentos independentes, estdo expressos como média

erro padrdao e

possuem n =10 para cada grupo. As setas representam o inicio do tratamento com
AICAR. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nivel de

significancia p<0,05.



5 - DISCUSSAO

Nosso trabalho demonstrou pela primeira vez que a enzima AMPK € expressa
na glandula tiredide e que participa da regulagdo da captagao de iodeto, etapa chave
na formagdo dos horménios tiredideos. De fato, a ativagdo da AMPK por AICAR
reduziu a captacgao de iodeto in vivo e in vitro, enquanto a supressao dessa ativagao,
realizada pelo composto C, impediu completamente o efeito do AICAR na linhagem
de células tiredideas PCCL3.

A captacao de iodeto na tiredide é estimulada por TSH, tanto por aumentar a
sintese do co-transportador Na/l, quanto por regular o funcionamento da proteina
por mecanismos poés-traducionais, como a retirada do NIS da membrana (RIEDEL et
al 2001; WEISS et al 1984). De fato, quando retiramos o TSH do meio de cultura,
observamos queda importante na captacdo de iodeto. Interessantemente, nessas
condigdes, demonstramos aumento na fosforilagdo da AMPK, sugerindo que o TSH
possa regular a atividade desta enzima diretamente. Além disso, observamos que a
captacao de iodeto foi completamente revertida pelo inibidor da ativacdao da AMPK,
composto C, mesmo na auséncia de TSH, fato esse acompanhado pela reducéo da
fosforilagdo da AMPK. Esses resultados sugerem que a reducédo da captagao de
iodeto na auséncia de TSH se da via ativacdo da AMPK nas células PCCL3. Nossos
dados sugerem que, no ambito fisioldgico, as diferentes concentracées de TSH
modulem a ativagao da AMPK, que por sua vez, controla a capacidade de captacao
de iodeto e consequente formacao dos HT. Essa hipdtese é reforgada pelo fato do
composto C sozinho elevar a captacéo de iodeto acima dos niveis do grupo controle,

sugerindo uma contra-regulacgao fisioldgica entre AMPK e TSH.
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Diversas vias de sinalizagao intracelulares foram descritas a partir da ligagao
do TSH ao seu receptor na célula tiredidea. Dentre estas, a via desencadeada pelo
aumento do AMPc e subsequente ativagcdo da PKA, esta diretamente relacionada
com a expressao do NIS e com a captacao de iodeto (BARATTA et al 2009; KOGAI
et al, 2000; SAITO et al, 1997). De maneira semelhante, em nosso estudos,
demonstramos que a sinalizagao envolvida na regulagdo da ativagdo da AMPK pelo
TSH é dependente de AMPc e PKA. De fato, quando tratamos as células PCCL3, na
presenca de TSH e do inibidor da PKA H89, observamos aumento na fosforilacdo da
AMPK, comparavel aquela encontrada na auséncia do TSH no meio de cultura.
Inversamente, quando colocamos as células em meio 5H porém na presenca de
forskolina, observamos o mesmo nivel de inibicdo do grupo controle, que é cultivado
com meio 6H. Esses resultados reforgam a hipétese de que o mecanismo pelo qual
o TSH controla a captagao de iodeto envolve, pelo menos em parte, a inativacédo da
AMPK. A via de ativacdo da AMPK em diversos tipos celulares envolve a fosforilagao
da treonina-172 pela cinase constituvamente ativa LKB1. Entretanto, a presenca
dessa enzima na tiredide ainda nao havia sido descrita. Nosso trabalho demonstrou
que a LKB1 é expressa na glandula tiredide e é regulada positivamente por TSH, o
que no entanto, ndo explica a regulacdo negativa da AMPK observada nas mesmas
condi¢cdes. Postulamos portanto, baeado em achados da literatura, que o
mecanismo de regulagao negativa do TSH deve envolver a inativagdo da CAMKK} e
fosforilagdo da serina 485/491 da AMPK pela via AMPc-PKA (HURLEY et al 2007;
STEIBERG & KEMP, 2009).

Recentemente, foi descrito que o TSH regula a captacdo de iodeto por vias
pos-traducionais (VADYSIRISACK et al 2008; RIEDEL et al 2001). Apesar do

mecanismo exato desta regulacao ainda nao ter sido esclarecido, foi demonstrado



que, na auséncia da sinalizacdo do TSHR ocorre, internalizagdo e diminuigdo da
estabilidade da proteina NIS, cuja meia vida passa de 5 para 3 dias (RIEDEL et al
2001). Foi ainda descrito que, o NIS possui sitios de fosforilagdo que regulam a
atividade e também, a estabilidade da proteina (VADYSIRISACK et al 2007). O
presente trabalho sugere um mecanismo diferente de regulagdo do NIS através do
aumento da degradacgdo. Mostramos uma curva temporal no qual as células PCCL3
foram submetidas ao tratamento com AICAR. Somente a partir de 24h de tratamento
houve diminuigdo na quantidade total de NIS. Com base na longa meia vida dessa
proteina e no fato de que esse experimento foi realizado na presenca de TSH,
concluimos que a ativagdao da AMPK induz a degradagcdo do NIS nessa linhagem
celular. Apesar de nao encontrarmos relatos na literatura sobre o mecanismo que
leva a degradagdo do co-transportador Na*/l-, observamos que outros
transportadores como os GLUTs, sao degradados por enzimas lisossomais apés a
fusdo das vesiculas contendo o transportador com o lisossomo (WEIMAN et al 2009;
HOU et al 2009). Um dos fatores relacionados a esse processo, parece ser a
presenca do dominio PDZ na regido C-terminal da proteina (WEIMAN et al 2009). Ja
foi descrito que o NIS possui este dominio, entretanto a relagao entre a degradacéao
e a presenca de dominio PDZ nessa proteina ainda tem que ser investigada
(DOHAN et al 2003). Recentemente, foi demonstrado que a AMPK regula a atividade
e posicionamento na membrana de um co-transportador Na*/glicose da mesma
familia do NIS (SLC5A1). Nesse trabalho, SOPJANI et al (2010) demonstram que a
expressao de uma AMPK constitutivamente ativa induz aumento na atividade e na
quantidade do transportador SGLT1 presente na membrana. Ainda nao foi descrito
o mecanismo pelo qual a AMPK exerce esses efeitos, mas este trabalho reforga o

papel desta enzima na regulacao de transportadores da familia SLC5A1.
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Nossos dados demonstram ainda que outros mecanismos pos-tranducionais
devem atuar na resposta da ativacdo da AMPK na célula tiredidea. Isso porque
demonstramos inibicdo da captacédo de iodeto apds 2,4,8 e 16h de tratamento com
AICAR. Entretanto, quando analisamos a expressdo de NIS em tempo similares,
observamos que esta nao sofre alteragdo, o que sugere que outro mecanismo além
do relacionado a indugdo da degradacéo esteja envolvido.  Dentre as hipoteses
abordadas na literatura com relagao a regulagao do NIS, a fosforilagdo da Serina-43
e Serina-581 parecem regular a atividade do transporte de iodo (VADYSIRISACK et
al, 2007). Como a AMPK exerce seus efeitos a partir da fosforilagcdo de sitios
especificos em enzimas chaves do metabolismo, a fosforilagdo do NIS pela AMPK
explicaria a rapida reducdo da captacdo observada com o tratamento de AICAR
(KAHN et al 2005). Entretanto essa hipétese ainda tem que ser demonstrada em
estudos futuros.

Outras vias de sinalizagéo intracelular estdo envolvidas na regulacédo da
captacdo de iodeto, ainda que n&o haja consenso sobre de que maneira estas vias
atuem no ambito fisioldgico. Dessa forma, ja foi demonstrado que a PI3K, ativada
pela subunidade GBy do receptor de TSH e por IGF-I, inibe a expressdo do NIS e a
captagcdo de iodeto estimulada por AMPc. Da mesma forma, a inativagcdo da
subunidade GBy, aumenta a expressao do NIS mediada pela ativacdo de PAX-8 pelo
TSH (ZABALLOS et al 2008; GARCIA & SANTISTEBAN,2002). Recentemente,
nosso grupo demonstrou que a inibicdo da proteina de mamifero-alvo-da-
rapamicina (mMTOR) aumenta a captacdo de iodeto nas células PCCL3. Ja foi
demonstrado que essa proteina é ativada por PI3K, o que constitui uma importante
via de regulagdo negativa da captagédo de iodeto na célula PCCL3 (SOUZA et al,

2010). Curiosamente, é descrito na literatura que em diversos tipos celulares, a



AMPK inibe a ativacdo da mTOR (LEE et al 2010; WILLIAMSON et al 2006). Assim,
parecem existir pelo menos 2 vias independentes de inativacdo da captacao de
iodeto na tiredide. No entanto, a relacdo entre estas vias ainda tem que ser melhor
estudada.

Devemos ainda considerar a hipétese do AICAR e do composto C
desempenharem seus efeitos de forma independente da sinalizagdo por AMPK.
Apesar dos nossos dados sempre se relacionarem com o aumento ou diminui¢do da
fosforilagdo da subunidade a da AMPK (essencial para a ativacdo da enzima), ja
foram demonstrados efeitos independentes desses compostos (VUCICEVIC et al,
2009; ZANG et al, 2008). Interessantemente, ZANG et al (2008) demonstraram que
o AICAR regula a diferenciagéo de astrécitos ativando a via de sinalizagao da Janus-
cinase (JAK-STAT3), independente dos efeitos sobre a ativagcdo da AMPK. Essa via
€ ativada na tiredide em resposta ao horménio leptina, que reduz a captagao de
iodeto estimulada por TSH em linhagens de células tiredideas (IZOZAKI et al, 2004;
OLIVEIRA et al 2007). Ao mesmo tempo, ja foi demonstrado que a leptina ativa a
AMPK em células musculares e inibe essa enzima no hipotalamo, demonstrando
entdo que parte do mecanismo de acdo desse horménio é via modulacdo da
atividade da AMPK nos diversos tecidos (STEIBERG et al 2009; MINOKOSHI, et al
2004). Dessa forma é necessaria a comprovacao do papel da AMPK nas células
tiredideas através de técnicas como RNA de interferéncia, bem como da possivel
relagao entre as vias de sinalizacao da leptina e a AMPK no tiredcito.

Diversos estudos na literatura demonstram que uma das etapas mais
importantes no metabolismo celular, controlada pela AMPK, é a captagéo de glicose
(MERRIL et al 1997; RUSSEL et al 1999; DAVAL et al 2006; IHLEMANN et al 2002;

SOPJANI et al 2010). Além disso, a captagdo de glicose possui crescente
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importancia no diagnéstico do cancer da tiredide através da técnica de PET-SCAN
utilizando um analogo da glicose [18]Fluorodeoxiglicose. Ja foi demonstrado a
relagdo inversa entre a captacdo de iodeto e glicose, além da correlagao positiva
entre a captacao de glicose e a agressividade do cancer da tiredide (BLASER et al
2006; DIETLEN et al 1997; FINKELSTEIN et al 2007).

Nosso trabalho entdo demonstrou que o AICAR aumenta de maneira dose e
tempo dependente a captagdo de glicose nas células tiredideas. Esse efeito, no
entanto, ndo é acompanhado por um aumento na expressao dos transportadores de
glicose GLUT1 e 4. Esse fato nos leva a postular que a ativagdo da AMPK induz a
translocacdo desses transportadores para a membrana, como demonstrado em
diferentes tipos celulares (MERRIL et al 1997; RUSSEL et al 1999). Na tentativa de
esclarecer parte desse mecanismo, avaliamos a expresséo da proteina AS160, que
no musculo esquelético € modulada tanto pela AMPK quanto pela insulina,
controlando a translocacao da vesicula de GLUT4 para a membrana. Demonstramos
pela primeira vez que a proteina AS160 esta expressa na célula tiredidea, apesar de
nao parecer sofrer modificagao no seu estado fosforilado na presenca de AICAR.

O estudo da captacédo de glicose na tiredide é dificultado pela expressao
diferenciada dos membros da familia dos transportadores de glicose nos diversos
modelos experimentais. Dessa forma, a célula PCCL3 expressa GLUT1 e 4
enquanto a glandula tireéide humana expressa GLUT10, 3 e 4 e os diferentes tipos
de cancer expressam em sua maioria GLUT1 e 3 (HOSAKA et al 1992; MATSUZU et
al 2005). Entretanto, a identificacdo de fatores que controlam a captacao de glicose
independentemente da sinalizagdo do TSH é de fundamental relevancia. Além disso,
a ativacdo da AMPK no cancer da tiredide poderia levar, pelo menos em parte, ao

mecanismo pelo qual ocorre inibicdo da captacédo de iodeto e aumento na captacao



de glicose simultaneamente. Ainda que essa hipdtese tenha que ser demonstrada, a
ativacdo da AMPK ja foi demonstrada em diferentes tipos de cancer como tendo
efeito supressor da proliferagéao celular (LUO et al 2010).

Na tentativa de avaliar o possivel efeito do AICAR sobre a fungao tiredidea no
ambito fisioldgico, injetamos esse composto na dose de 0.7g/Kg em ratos Wistar
machos por 4 dias. Apesar de observarmos um nao esperado efeito transitorio sobre
a ingestao, nao detectamos quaisquer alteragdes das concentragdes séricas dos HT
e do TSH. De fato, se analisarmos somente a inibicdo da captacao de iodeto, devido
a grande meia vida dos HT no sangue e ao estoque de HT presente no coldide,
levaria um longo tempo para que as concentragdes séricas dos HT sofressem
alteragdes mensuraveis (LARSEN et al 2002). Ja foi demonstrado que a
administragdo crénica de AICAR leva ao aumento nas concentragdes séricas de
acidos graxos, diminuigdo do coeficiente respiratério e melhora na sensibilidade a
insulina (POLD et al 2005). Entretanto, os efeitos diretos dos acidos graxos e da
glicose sobre a fungéo tiredidea ndo sdo conhecidos (MARIASH & OPPENHEIMER,
1985). Dessa maneira, mais estudos sdo necessarios para a caracterizacdo dos

efeitos do AICAR sobre a fungao tiredidea in vivo.
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6 - CONCLUSAO

A cinase ativada por AMP (AMPK) esta expressa tanto na glandula tiredide de

ratos quanto na linhagem de células PCCL3.

Quando ativada farmacologicamente pelo AICAR, a AMPK fica ativada e
promove uma significativa redu¢ao na captacao de iodeto, de maneira dose e tempo
dependente. A inibicdo farmacologia da AMPK, utilizando-se composto C, n&o so6
reverte completamente os efeitos do AICAR como aumenta os niveis de captacao de
iodeto em relag&o ao grupo controle.

A ativagado da AMPK por AICAR também promove a redugao da captagao in
vivo. Apés uma unica injecdo de AICAR, observou-se diminui¢cdo significativa na
captagao de 15 minutos. Isso demonstra que a ativagao da AMPK possui relevancia
fisioloégica no controle da captagao de iodeto na glandula tiredide.

O TSH inibe parcialmente a ativagcdo da AMPK na linhagem de células
PCCL3. Esse efeito € mediado por AMPc e PKA uma vez que foi revertido pela
presenca do inibidor da PKA, H89, e estimulador da adeliato ciclase, forskolina. Essa
inibicdo parcial ndo € mediada pela cinase LKB1, o que sugere que a cinase
CaMKKp pode estar envolvida.

O mecanismo pelo qual a AMPK diminui a captag¢ao de iodeto €, pelo menos
em parte, por induzir a degradacao do NIS. Entretanto, esse efeito sé foi observado
apos 24h de tratamento com AICAR enquanto que a captagdo de iodeto ja esta
diminuida apos 2h de tratamento. Isso sugere que outros mecanismos estédo
envolvidos na diminuigdo da captacédo de iodeto promovida pela ativacdo da AMPK
na linhagem de células PCCL3.

A ativagdo da AMPK por AICAR aumenta de maneira dose e tempo
dependente a captagao de glicose na linhagem de células PCCL3. Apesar disso, nao
observou-se aumento na expressao dos transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4
e nem alteragdes na expressao da proteina AS160 total e fosforilada, o que sugere
que a ativagcdo da AMPK controla a translocacdo desses transportadores para a
membrana por outros mecanismos.

A administragdo crénica de AICAR por 4 dias em ratos Wistar machos n&o
promove alteragbes séricas nas concentragcdes de T3, T4 e TSH, bem como da

massa corporal.
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