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Resumo

 
 A regulação da captação de iodeto e de glicose pelas  células tireóides é 
fundamental para a biossíntese dos hormônios tireóideos, e para o diagnóstico do 
câncer de tireóide. Avaliamos o papel da cinase ativada por AMP (AMPK), sobre a 
regulação da captação de iodeto e glicose nas células  PCCL3, e na glândula 
tireóide de ratos Wistar. Demonstramos que a AMPK esta expressa na glândula 
tireóide de ratos e nas células PCCL3. A incubação com ativador da AMPK, 
AICAR, causa redução significativa na captação de iodeto de maneira dose e 
tempo dependentes. O inibidor da AMPK, composto C, não somente reverte os 
efeitos do AICAR sobre a captação de iodeto, quanto aumenta este processo 
acima dos níveis do grupo controle. O mecanismo pelo qual a AMPK diminui a 
captação se dá pela redução da expressão do co-transportador Na+/I-. 
Observamos que uma única dose de AICAR em ratos foi suficiente para ativar a 
AMPK e inibir a captação de iodeto in vivo.  A incubação com AICAR aumenta a 
captação de glicose de maneira dose e tempo dependentes, enquanto que o 
composto C reverte esse efeito. O mecanismo pelo qual esse efeito acontece não 
está relacionado a expressão dos transportadores de glicose GLUT1/4, nem com 
a fosforilação da proteína AS160. A via de sinalização do TSH mediada por PKA 
inibe a ativação da AMPK, em um processo que independe da cinase LKB1. Em 
conclusão, AMPK está presente na glândula tireóide e participa da regulação da 
captação 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. INTRODUÇÃO

Uma das principais  características dos mamíferos é a capacidade de 

transformar a energia proveniente dos alimentos em energia metabólica, 

necessária para manutenção das mais  diversas funções fisiológicas (ERECINSKA 

& WILSON, 1982). Igualmente importante é a capacidade de equilibrar as taxas 

de gasto e produção de energia, que pode ser ilustrada pela chamada balança 

energética, na qual de um lado temos a ingestão alimentar e do outro o gasto de 

energia do organismo (ROTHWELL & STOCK, 1981). 

No âmbito fisiológico, o sistema neuro-endócrino é o principal responsável 

pela regulação precisa do balanço energético do organismo. A glândula tireóide 

desempenha papel fundamental nessa regulação através da produção dos 

hormônios tireóideos (tiroxina - T4; 3,3’5- triiodotironina - T3) (TATA et al 1962; 

HULBERT, 2000; KIM, 2008).

No âmbito celular, a relação ATP/ADP é a que melhor representa o equilíbrio 

entre gasto e produção de energia. As principais  vias de produção de energia nas 

células são a glicólise e a fosforilação oxidativa mitocondrial, sendo esta última 

responsável por mais de 80% da produção de ATP (ERECINSKA & WILSON, 

1982). 

A glândula tireóide é um dos maiores órgãos endócrinos 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 tireóide é chamada de 

folículo e é composto por uma única camada de células tireóideas, organizadas 

em forma esféricas. No centro dessa estrutura encontra-se uma substância rica 

em proteína chamada de colóide. O principal constituinte do colóide é a proteína 
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tireoglobulina, que é sintetizada pela célula folicular, secretada no colóide e 

utilizada como precursora dos hormônios tireóideos (HT), T4 e T3 (Larsen et al, 

2002).

A célula epitelial do folículo tireóideo é polarizada, contendo a membrana 

apical, voltada para o colóide, onde estão localizadas as  enzimas tireoperoxidase 

e NADPH oxidase, fundamentais para iodação da tireoglobulina e síntese 

hormonal, e a membrana basolateral que está em contato com a corrente 

sanguínea e onde se encontram o co-transportador Na+/I-, a Na+/K+ ATPase, o 

receptor do hormônio tireotrófico (TSH), entre outras proteínas (CAPENN 1996; 

ROSS et al 1993) (Figura 1). 

O metabolismo e a função das células foliculares, está sob regulação do 

eixo hipotálamo-adenohipófise. A função de todo esse complexo é regulada por 

um modelo básico de retroalimentação negativa envolvendo o hormônio liberador 

de tireotrofina (TRH), produzido pelo hipotálamo, o hormônio tireotrófico, 

produzido pela hipófise, e os hormônios tireóideos, produzidos pelas células 

foliculares da tireóide. O TSH, produzido por células da adenohipófise  

denominadas de tireotrofos, é o principal regulador da função tireóidea (LARSEN 

et al 2002). Esse hormônio possui duas cadeias peptídicas, alfa e beta, e exerce 

seus efeitos através da ligação com seu receptor que pertence à superfamília dos 

receptores aclopados  a proteína G: Gs e Gq (RASPE & DUMONT, 1991). Assim, 

quando o TSH se liga ao seu receptor na membrana basolateral das  células 

foliculares, ocorre dissociação do trímero da proteína Gs e a subunidade Gαs 

induz a ativação da enzima adenilato ciclase que aumenta a síntese se AMP-

cíclico desencadeando uma cascata de sinalização intracelular. Já foi 

demonstrado também, que em altas concentrações, a ligação do TSH ao seu 



receptor leva a ativação da fosfolipase C, através  da  proteína Gq, que induz a 

produção de inositol-3-fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) desencadeando uma 

outra cascata de sinalização intracelular. Como conseqüência, ocorre uma série 

de modificações no metabolismo do tireócito, ocorrendo estímulo de todas as 

etapas de síntese e secreção hormonal, além da proliferação celular (LARSEN et 

al, 2002; CORVILAIN et al 1994). 

A célula tireóidea, utiliza predominantemente ácidos graxos para a produção 

de energia necessária para as suas funções como transporte de iodeto, síntese e 

secreção hormonal (BERBEROF-VAN-SANDE et al 1972). Outro substrato 

importante é a glicose que, apesar de contribuir pouco na produção de ATP 

através da glicólise, tem um papel fundamental na via das  pentoses produzindo 

NADPH, necessário para a síntese dos HT. O TSH estimula a utilização de ATP 

na célula tireóidea através do estímulo de todas as etapas de síntese e secreção 

hormonais. Dessa forma, com o gasto de ATP, há uma diminuição da relação ATP/

ADP na célula, o que aumenta o fluxo das vias de produção de ATP 

restabelecendo a relação (BERBEROF-VAN-SANDE et al 1972). 

A captação de iodeto é uma das principais etapas  na produção dos HT e é 

diretamente influenciada pela relação ATP/ADP. Esse processo é realizado pelo 

co-transportador sódio-iodeto (NIS) e depende da manutenção do gradiente 

eletroquímico do sódio, mantido pela Na+/K+ ATPase na membrana basal 

(LARSEN et al 2002). Já foi demonstrado que, na presença de inibidores  da 

respiração mitocondrial, a captação de iodeto é drasticamente reduzida. Em parte, 

o mecanismo para tal inibição parece estar relacionado à diminuição na atividade 

da Na/K ATPase. Porém vias de sinalização reguladas pela relação ATP/ADP 

também podem estar envolvidas (WOLFF, 1964). 
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A cinase ativada por AMP (AMPK) tem sido descrita como um importante 

integrador de sinais que controla o balanço energético celular. A AMPK é um dos 

componentes de uma cascata de proteínas cinases, e é ativada por modificações 

na relação AMP:ATP, atuando assim como “sensor energético” intracelular (KAHN 

et al 2005). Nos tecidos periféricos, a AMPK está relacionada a importantes 

efeitos no metabolismo, participando das vias de regulação de moléculas 

responsáveis  pelo controle da captação de glicose e ácidos graxos, bem como do 

armazenamento e utilização desses  substratos no músculo esquelético, tecido 

adiposo, fígado, coração e células β do pâncreas (STEINBERG & KEMP, 2009). 

No entanto, apesar de poucos estudos terem avaliado a relação entre as ações 

dos HT sobre o metabolismo energético e a modulação da expressão e da 

atividade da AMPK em diversos tecidos, o papel da AMPK na tireóide ainda é 

desconhecido. Devido a sua forma de ativação, postulamos que a AMPK possa 

influenciar tanto processos que consomem energia como a captação de iodeto, 

quanto da regulação de utilização de substratos energéticos, como a glicose. 



Figura 1 - Esquema representativo da biossíntese dos hormônios tireóideos. 
Tg: tireoglobulina, TPO: tireoperoxidase, H2O2: peróxido de hidrogênio; I-: 
iodeto; T4: tiroxina; T3: triiodotironina; TSH-R: receptor do hormônio tireotrófico; 
NIS: co-transportador de Na+ e I-, Δ Na+ - K+ ATPase: enzima sódio potássio 
ATPase (Adaptado de FILETTI et al, 1999).

1.1 Transporte de Iodeto

 A glândula tireóidea possui importante papel no controle do metabolismo 

intermediário, da taxa metabólica basal, da ingestão 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 
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tireóide é desempenhado pelos hormônios tireóideos triiodotironina (T3) e tiroxina 

(T4), os únicos  hormônios que possuem iodo em sua estrutura em todos os 

vertebrados. O iodeto (I¯), é portanto, um constituinte essencial para os HT de 

modo que toda a função tireóidea depende de um aporte adequado desta 

molécula (LARSEN et al 2002). Dessa forma, um sistema especializado está 

presente na glândula tireóide para garantir que grande parte do I¯, ingerido na 

dieta se acumule na tireóide para ser utilizado na síntese dos HT (LA VIEJA et al 

2000). A relevância desse sistema se torna mais aparente quando constatamos 

que o I¯ é escasso no ambiente. O bócio endêmico e o cretinismo, causados 

principalmente por uma insuficiência na ingestão de I¯, é um grande problema de 

saúde pública em diversos países afetando milhões  de pessoas em todo o mundo 

(LA VIEJA et al 2000).

 O estudo da captação de iodeto pela glândula tireóide se tornou de grande 

importância também para o diagnóstico através  da cintilografia, utilizando iodeto 

radioativo, bem como no tratamento para destruir células tireóideas 

hiperfuncionantes como na doença de Graves (RIESCO-EIZAGUIRRE & 

SANTISTEBAN, 2006; FILETTI et al 1999). 

 A capacidade das células tireóideas em concentrar iodo foi primeiramente 

descrita em 1915. Devido a essa capacidade, a glândula tireóide acumula de 

20-40 vezes mais iodeto do que sua concentração plasmática. Dessa forma, a 

presença de um transportador específico foi sugerida e diversas  características 

desse transporte foram descobertas  antes da clonagem do co-transportador Na+/I- 

(NIS) em 1996 (WOLFF, 1964). Assim, o acúmulo de iodeto na tireóide é um 

processo ativo secundário, dependente da Na+ - K+ ATPase, estimulado pelo TSH 



e inibido competitivamente pelos ânions tiocianato e perclorato (LA VIEJA et al 

2000). 

 O gene humano do NIS está localizado no cromossomo 19p12-13.2 e 

codifica uma glicoproteína integral de membrana que possui 618 aminoácidos, 

com massa de 70-90 kDa. O gene compreende 15 exons interrompidos por 14 

íntrons e uma sequência de leitura de 1929 nucleotídeos (LA VIEJA et al 2000). 

Devido à sua característica funcional, o NIS faz parte da família dos 

transportadores de soluto 5A (SLC5A). Em todos os membros dessa família, o 

transporte do soluto (no caso do NIS o iodeto) depende do gradiente 

eletroquímico do sódio como força propulsora, ou seja, através  da força do 

gradiente eletroquímico do sódio, o iodeto é transportado contra seu gradiente 

eletroquímico. A atividade da Na+ - K+ ATPase restabelece o gradiente 

eletroquímico do sódio para que este possa ser novamente utilizado no transporte 

de iodeto. Durante um ciclo de transporte, são deslocados 2 íons de sódio e 1 

iodeto para dentro da célula (BIZHANOVA & KOPP, 2009). 

 A estrutura do NIS prevê 13 domínios transmembrana, com a região N-

terminal voltada para o meio extracelular e a região COOH-terminal voltada para o 

citosol. A proteína madura possui 3 sítios de glicosilação, ainda que estes não 

parecam estar envolvidos na estabilidade, atividade e endereçamento para a 

membrana basal. Foi demonstrado que a região COOH-terminal possui diversos 

sítios de fosforilação, porém o significado fisiológico deste achado ainda tem que 

ser esclarecido (LA VIEJA et al 2000; VADYSIRISACK et al 2007) (Figura 2).

 Além da glândula tireóide, o NIS é expresso em diversos outros tecidos 

como na glândula salivar, glândula mamária em lactação e na mucosa gástrica. A 

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

7



desempenhando importante papel fisiológico, como a capacidade de transmitir 

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

   

Extracelular

Intracelular

Figura 2 - Figura esquemática mostrando a estrutura secundária do NIS com 13 
domínios  transmembrana e os sítios de fosforilação. Adaptado de 
VADYSIRISACK et al 2008).

1.1.1 Regulação da Expressão do NIS

 O TSH é o principal regulador da síntese de NIS na tireóide, aumentando 

significativamente o conteúdo de iodeto na glândula. A partir da ligação do 

hormônio, ocorre tanto ativação da cascata de sinalização envolvendo adenilato 

cinase - AMPc,-PKA, quanto ativação de uma subunidade Gq levando a ativação 

da fosfolipase C. Antes da caracterização da proteína NIS em 1996, diversos 

estudos demonstraram que o TSH estimulava a captação de iodeto na tireóide em 

um processo que era dependente de AMPc e de síntese de proteína (WEISS et al 

1984). Após a clonagem do NIS, os estudos revelaram que existem pelo menos 

dois mecanismos de regulação do NIS pelo TSH: o primeiro, e mais óbvio, é o 



aumento na transcrição e tradução do gene do NIS, estimulada diretamente pela 

via do AMPc. O segundo envolve a regulação pós-traducional do NIS que será 

discutida mais adiante (RIEDEL et al 2001; WEISS et al 1984).

 A regulação da expressão os NIS pela via TSH-TSHR-AMPc-PKA, parece 

ser um consenso na literatura, apesar de já ter sido demonstrado que o aumento 

do AMPc estimula a síntese de NIS independentemente da ativação da PKA . Foi 

postulado que a via das cinases ativadas por mitógeno MEK-ERK esta envolvida 

na estimulação que independe da PKA, porém não há consenso sobre a 

participação desta via no estímulo à síntese do NIS (RIESCO-EIZAGUIRRE & 

SANTISTEBAN, 2006; LA VIEJA et al 2000) .

 Pelo menos 2 fatores de transcrição têm sido relacionados com o controle 

da expressão do NIS e de outras proteínas tireóide específicas: TITF-1 e PAX-8 

(BARATTA et al, 2009). TITF-1 é um fator de transcrição, envolvido no 

desenvolvimento tireóideo, que possui sítios responsivos na região promotora do 

gene do NIS, ainda que o significado fisiológico para este achado tenha que ser 

melhor esclarecido. O fator com domínio-pareado 8, PAX-8, também possui sítios 

de ligação em um elemento responsivo à montante, necessário para a transcrição 

do NIS, sendo considerado o principal fator de transcrição que regula a expressão 

do NIS (ZABALLOS et al, 2008). De fato, já foi demonstrado que a ativação de 

PAX-8 pela via TSHR-PKA é fundamental para a expressão do NIS em células 

tireóideas que foram de-diferenciadas induzindo-se a expressão do oncogene Ras 

(BARATTA et al, 2009).

 Recentemente, foram descritas vias de sinalização capazes de inibir a 

síntese de NIS. A ligação do TSH ao seu receptor, causa a dissociação da 

subunidade Gαs da subunidade Gβγ. Enquanto a subunidade Gαs  leva ao 
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aumento do AMPc e à ativação da transcrição do NIS, ZABALLOS et al (2008) 

demonstraram que a subunidade Gβγ inibe a expressão do NIS ao ativar a via da 

PI3K-Akt. O mecanismo para essa inibição está relacionado a uma diminuição da 

ligação ao PAX-8 com o promotor do NIS. O mesmo mecanismo é atribuído à 

sinalização desencadeada por TGF-β/SMAD que também inibe a síntese de NIS 

estimulada por TSH. Dessa forma, o TSH simultaneamente estimula e inibe a 

expressão do NIS, o que pode representar um importante mecanismo de controle 

da função tireóidea.

 Além do TSH, o iodeto é um outro importante regulador da expressão do NIS 

nas  células tireóideas. WOLFF e CHAIKOFF, em 1948, descreveram o fenômeno 

no qual uma inibição na função tireóidea era observada a partir de determinada 

concentração de iodeto administrado a ratos. Esses autores descreveram que 2 

dias após essa inibição, algum mecanismo de adaptação ocorria, o que permitia 

que os níveis de organificação e síntese hormonal fossem restaurados levando a 

normalização da função tireóidea. Esse fenômeno constitui um sistema de 

autoregulação especializado que protege a glândula do excesso de iodeto, 

regulando a entrada deste nas células tireóideas. 

 Apesar do mecanismo de adaptação ao fenômeno WOLFF-CHAIKOFF não 

ser totalmente compreendido, com a clonagem do gene do NIS, foi possível 

observar que  6 horas após a administração de altas doses de iodo, há diminuição 

na expressão do RNAm do NIS com posterior redução da proteína NIS em 24 

horas (ENG et al 1999). Esses resultados demonstram que o mecanismo de 

adaptação ao efeito WOLFF-CHAIKOFF envolve a regulação da expressão do 

NIS pelo iodeto. Ainda não foi esclarecido se o mecanismo de inibição da 

expressão do NIS envolve a diminuição da interação do PAX-8 com o promotor do 



NIS, bem como se o mediador desses efeitos é 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 pós-traducional  do NIS

 Estudos recentes demonstram que o TSH, além de regular a transcrição do 

NIS, também modula sua atividade através de mecanismos pós-traducionais. Em 

cultura de linhagem de células de tireóide, a retirada do TSH do meio de cultura 

leva à diminuição na meia-vida do NIS de 5 para 3 dias, e um rápido declínio na 

captação de iodo. Entretanto, RIEDEL et al (2001) avaliaram a captação de iodeto 

em vesículas intracelulares, após a retirada do TSH, demonstrando que o NIS, 

apesar de não estar localizado na membrana basolateral do tireócito, se encontra 

em vesículas intracelulares. Estes autores ainda demonstraram por 

imunofluorescência, que a retirada do TSH do meio de cultura leva a 

internalização do NIS de maneira tempo dependente.

 Associado a descrição de vários sítios de fosforilação e da observação de 

que em outros  transportadores a fosforilação modula a translocação para 

membrana, foi postulada a hipótese de que a via TSH-TSHR-AMPc-PKA controla 

a fosforilação do NIS e, consequentemente, a sua localização na membrana 

basolateral (RIEDEL et al 2001) (Figura 2). Essa hipótese é reforçada pela 

observação de que em outros tipos celulares  a retirada da membrana de alguns 

transportadores é regulada por vias  específicas,  em um processo que é 

fundamental para o funcionamento celular. Podemos citar, por exemplo, os 
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transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) que são regulados por insulina através 

da fosforilação da proteína AS160, ou ainda, os transportadores de serotonina 

regulados diretamente por fosforilação (MATSUZU et al 2005; LAW et al 2000). 

Todavia, VADYSIRISACK et al (2007) identificaram diversos sítios de fosforilação 

do NIS e apesar da caracterização desses sítios como sendo capazes de regular 

o transporte do iodeto e a estabilidade da proteína, nenhuma alteração na 

localização e inserção do NIS na membrana foi encontrada quando esses sítios 

foram mutados. Devido a importância do transporte de iodeto para a síntese 

hormonal e para o tratamento do câncer de tireóide, a descoberta de mecanismos 

que controlam a translocação do NIS entre vesículas intracelulares e membrana 

basolateral é de grande interesse. Neste contexto, é surpreendente a observação 

de que, em certos tipos de câncer de tireóide, a eficiência to transporte de iodo é 

pequena apesar da demonstração de expressão do NIS. Assim, a regulação da 

localização subcelular desse transportador parece ser a chave para o 

entendimento da função tireóidea em diversas situações fisiológicas e patológicas 

(FILETE et al 1999).

1.2 Metabolismo intermediário na célula tireóidea

 A relação ATP/ADP no tireócito, além de alterar o transporte de iodeto 

através do NIS, é capaz de regular diversos  processos celulares como a produção 

de espécies reativas de oxigênio, síntese de proteínas e o transporte de vesículas 

intracelulares, afetando diretamente a produção dos HT. Dessa forma, a utilização 

de substratos para produção de energia e de outros processos celulares é de 



fundamental importância para manutenção do equilíbrio dinâmico do tireócito 

(BERBEROF-VAN SANDE et al 1972). 

 Encontramos uma grande lacuna na literatura nos últimos 30 anos a respeito 

da regulação do metabolismo intermediário na tireóide. A maioria dos estudos 

nessa área são das décadas de 60 e 70 e se limitam a descrição da utilização dos 

diversos substratos para a produção de energia, constituição celular e produção 

hormonal. Alguns estudos, entretanto, avaliaram a captação de glicose em células 

tireóideas 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 é uma atividade essencial para 

todos os tipos celulares e é mediado pelas diferentes classes de transportadores 

de glicose (GLUTs) (MATSUZU et al 2005). Diferentes isoformas dos GLUT têm 

sido encontradas na células tireóideas nos  diversos modelos de estudo, entre 

linhagem de células tireóideas in vitro, glândula tireóide de animais, glândula 

tireóide humana e no câncer de tireóide. Apesar de haver grande variação na 

predominância de determinada isoforma de GLUT entre esses modelos, parece 

ser um consenso que o GLUT1, 3, 4 e 10 são expressos na tireóide, sendo o 

GLUT1 o predominante na linhagem celular FRTL5, bem como nos  diversos tipos 

de câncer de tireóide (MATSUZU et al 2005).

 Diversas evidências demonstram que o TSH é o principal regulador da 

captação de glicose tanto no tecido tireóideo isolado, quanto em linhagens de 

células tireóideas (HOSAKA et al 1992; FILETE et al 1987). O mecanismo pelo 

qual esse hormônio controla a captação de glicose envolve tanto a transcrição, 

quanto a translocação de GLUTs para a membrana. SAMIH et al (2000) 

demonstraram que tanto o TSH quanto a insulina induzem a translocação de 
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GLUT1 para a membrana da linhagem de células de tireóide FRTL-5. Além disso, 

esse autores descrevem o papel fundamental da sinalização mediada por PI3K 

nesse aumento da captação de glicose. Ainda nesse estudo, foi caracterizado que 

o mecanismo de translocação do GLUT1 e o aumento na captação de glicose na 

célula tireóidea é independente da sinalização de PKA (ZABALLOS et al 2008). O 

mecanismo pelo qual a PI3K induz a translocação do GLUT1 para membrana 

ainda não foi completamente caracterizado, entretanto não parece envolver a 

glicosilação do GLUT1 (SAMIH et al 2000). Em células musculares, foi 

caracterizado que a translocação do GLUT4 para membrana está relacionada 

com diversas  vias de sinalização intracelular como PI3k and AMPK que 

convergem na fosforilação da proteína AS160 aumentando a quantidade de 

GLUT4 na membrana. Entretanto, ainda não foi caracterizado se as células 

tireóideas possuem AS160 ou outro sistema de controle do deslocamento dos 

GLUTs para a membrana (SAKAMOTO & HOLMAN, 2008).

 Recentemente, diversos estudos foram publicados avaliando o diagnóstico 

de câncer da tireóide a partir de uma tomografia de emissão de pósitron (PET) 

que se utiliza da captação de um análogo da glicose marcado com um 

radionucleotídeo emissor-de-pósitron chamado de fluor-18-deoxiglicose (18F-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 

detecção da localização, extensão e metabolismo de células cancerosas. 

Utilizando o análogo da glicose 18F-FDG, BLÄSER et al (2006), confirmaram que 

a captação de glicose no tireócito é regulada pela sinalização de PI3K e 

independe da PKA. Interessantemente, este e outros estudos demonstram a 

relação inversa entre o aumento na captação desse análogo da glicose e o grau 



de diferenciação das células tireóideas  cancerosas. Particularmente importante, 

foi a observação da relação inversa entre a captação de iodeto (medida por 

cintilografia com 133I) e a captação do análogo da glicose em certos tipos de 

câncer de tireóide (BLÄSER et al 2006; GRUNWALD et al 1996; DIETLEN et al 

1997). Esses estudos são, no entanto, limitados pela falta de conhecimento 

acerca dos mecanismos que regulam tanto a captação de iodo, particularmente o 

posicionamento do NIS na membrana basolateral do tireócito, quanto a captação 

de glicose, em particular, a expressão e translocação dos GLUTs para a 

membrana. Dessa forma, é de grande relevância a caracterização das vias 

capazes de modular a captação de glicose e a captação de iodeto na tireóide. Um 

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

 

1.3 Cinase ativada por AMP

 A cinase ativada por AMP (AMPK) é uma enzima heterotrimérica formada 

por uma subunidade catalítica (α) e duas subunidades regulatórias (β e γ). 

Existem diferentes isoformas de cada subunidade em mamíferos (α1,α2, β1, β2 e 

γ1,γ2,γ3), cada uma codificada por um gene diferente (STEINBERG & KEMP 

2009). A descrição inicial da AMPK era de uma cinase associada à regulação 

enzima acetil-CoA-carboxilase e HMG-CoA-redutase (porque foi descoberta por 2 

grupos independentes simultaneamente), passos limitantes  para a síntese de 

ácidos graxos e de colesterol respectivamente. Posteriormente observou-se que 

esses processos eram também inibidos por nucleotídeos, particularmente o AMP. 

Yeh et al (1980) e Daniel Atkinson foram os primeiros a descrever o conceito de 

que enzimas metabólicas podem ser controladas por nucleotídeos e pela razão 
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[ATP]/[ADP][AMP]. O nome AMPK somente foi aceito quando Carling et al (1989) 

descobriram que a cinase associada à acetil-CoA-carboxilase e à HMG-CoA-

redutase era a mesma enzima (STEINBERG & KEMP 2009).

 A visão clássica é que a AMPK é ativada sob condições de deficiência de 

energia e inibe vias  anabólicas como síntese de ácidos graxos e de proteína, 

enquanto simultaneamente ativa vias catabólicas  de produção de ATP.  Apesar do 

papel como sensor energético ativado por AMP ter sido demonstrado em diversos 

sistemas fisiológicos, estudos recentes demonstram que a AMPK também é 

ativada pela cinase da cinase-dependente-de-calmodulina (CaMKK)

independentemente da concentração de AMP intracelular (KAHN et al 2005). 

 O mecanismo mais conhecido de ativação da AMPK ocorre alostericamente 

pelo aumento da relação AMP/ATP. A ligação do AMP com a enzima, causa 

mudança conformacional expondo um sítio de fosforilação na treonina (Thr)-172. 

Essa fosforilação é fundamental para a ativação da AMPK e é catalisada pela 

cinase upstream LKB1 e pela cinase da cinase-dependente-de-calmodulina 

(CaMKK),  enquanto a inibição ocorre por defosforilação da Thr-172 por proteínas 

fosfatase, particularmente pela proteína-fosfatase-1 (PP1) (STEINBERG & KEMP 

2009). Uma outra via inibidora foi descrita por Hurley et al (2007) e envolve a 

sinalização mediada pelo aumento do AMPc e subsequente ativação da PKA. 

Esses autores demonstraram que a PKA além de diminuir a atividade da 

CaMKKβ, fosforilam a AMPK na serina-485/491 (da subunidade α1 e α2, 

respectivamente) o que inibe a ativação da AMPK, em células secretoras de 

insulina INS-1 (Figura 3).

Diversos estudos avaliam a função da AMPK através da administração de 

um fármaco conhecido como AICAR. Uma vez captado pelas células, o AICAR é 



fosforilado formando um composto similar ao AMP, chamado de ZMP. 

Inversamente os diversos  estudos tem utilizado o composto C como inibidor 

farmacológico da AMPK (STEINBERG & KEMP 2009).

 Assim, um grande número de estressores fisiológicos, agentes 

farmacológicos e hormônios associados com o aumento da relação AMP/ATP, 

induzem aumento da atividade da AMPK nos diferentes tipos celulares 

(MINOKOSHI et al, 2004). Nos  tecidos  periféricos, a ativação dessa enzima 

promove a regulação por fosforilação de enzimas chave do metabolismo 

intermediário (DZANKO & STEINBERG, 2009).

Figura 3 - Desenho esquemático mostrando a ativação da AMPK por fosforilação 
da treonina-172 pelas cinases LKB1,CaMKKβ, TAK1. O esquema também mostra 
a inibição da AMPK através  da fosforilação da serina-485/491 pela PKA e PKB. 
Dessa forma, um aumento na concentração de AMPc induz ativação da PKA que 
tanto inibe a CaMKKβ, quanto fosforila o sítio inibitório da AMPK na 
serina-485/491 (adaptado de Hurley et al 2006).

No seu estado ativado, a AMPK fosforila os resíduos serina 79, 1200 e 1215 

da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC). Esta enzima promove a conversão de 

acetil-CoA em malonil-CoA, uma importante etapa da síntese de novo de ácidos 
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graxos (AG) no músculo e no tecido adiposo. A AMPK, através da fosforilação dos 

resíduos serina da ACC, leva a redução em 80-90% do Vmáx desta enzima, sugerindo 

que a AMPK seja a cinase “reguladora fisiológica” da ACC. A ACC, por sua vez é 

uma enzima multifuncional que catalisa a conversão de acetil-CoA em malonil-CoA 

no seu estado ativado (desfosforilada), iniciando a síntese de novo de lipídeos na 

célula (THOMSON & WINDER, 2009).

O malonil-CoA é um potente inibidor da carnitina palmitoil transferase-1 

(CPT-1), que é responsável por uma etapa limitante da entrada de ácidos graxos 

(AGs) na mitocôndria para que sejam oxidados. Quando a ACC está inativada 

(fosforilada), ocorre queda na concentração de malonil-CoA e diminuição da inibição 

da CPT-1, permitindo o transporte de ácidos graxos livres AGCL para a mitocôndria 

e sua subseqüente oxidação. Portanto, o sistema AMPK-ACC tem um papel 

importante na regulação da homeostase de lipídeos na célula (THOMSON & 

WINDER, 2009; MINOKOSHI et al, 2004).                

1.3.1 Controle da captação de glicose pela AMPK

 Além do metabolismo de lipídeos, diversos estudos demonstram que a 

AMPK possui papel importante na regulação de etapas fundamentais do 

metabolismo de glicose como sua captação e oxidação (TREEBACK & 

WOJTASZEWSKI, 2009). De fato, a demonstração de que o AICAR (5-

aminoimidazole-4-carboxamida-1-β-D-ribofuranosida), um ativador farmacológico 

da AMPK, aumenta a captação de glicose, independentemente da insulina, em 

células musculares, gerou grande interesse do ponto de vista do tratamento da 

resistência à insulina e do diabetes do tipo 2 (MERRIL et al 1997). Dessa forma, 



já foi demonstrado que a AMPK aumenta a captação de glicose no músculo, 

tecido adiposo branco, coração e fígado (KAHN et al 2005; DAVAL et al 2006; 

HEATHER et al 2010) .

 O mecanismo pelo qual a AMPK aumenta a captação de glicose no músculo 

é através da fosforilação da proteína AS160. No estado não fosforilado, a AS160 

está associada à vesícula de GLUT4 impedindo seu deslocamento para a 

membrana celular. Quando fosforilada pela AMPK ou pela Akt (AS160 é um ponto 

de convergência entre a sinalização da insulina e a AMPK) ela se desprende da 

vesícula permitindo a inserção do GLUT4 na membrana e o aumento na captação 

de glicose (TREEAK et al 2006).

1.4 Relação entre AMPK e a glândula tireóide

 Já foi demonstrado que nos estados patológicos de hiper- e hipotireoidismo 

há aumento e diminuição na expressão das subunidades  da AMPK no músculo, 

respectivamente (PARK et al 2002). Nesse mesmo tecido, IRCHERR et al (2008) 

observaram ativação da AMPK no solear e gastrocnêmio 2h após uma única dose 

de T3, ainda que o significado fisiológico para essa rápida alteração tenha que ser 

melhor caracterizado. Interessantemente, o mecanismo para essa ativação 

parece estar relacionado com a CAMKK em uma ação 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, 
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também está ativada após o tratamento com T4 no músculo solear de rato. Isso 

sugere que existe mais de um mecanismo de ativação da AMPK pelos HT.

 A ativação da AMPK não está restrita somente ao tecido muscular 

esquelético. Recentemente, foi demonstrado que o mecanismo pelo qual os HT 

aumentam a ingestão alimentar, é via ativação da AMPK no hipotálamo. Utilizando 

injeções intracerebroventricular do inbidor farmacológico da AMPK, o composto C, 

ISHIL et al (2008), observaram que a administração de T4 não mais  induzia 

aumento da ingestão. No tecido muscular cardíaco de ratos hipertireóideos, 

também foi demonstrada uma ativação significativa da AMPK, que parece mediar 

as várias  alterações metabólicas dos HT neste tecido (HEATHER et al 2010). 

Nenhum trabalho entretanto se propôs a avaliar a expressão e o papel da AMPK 

na glândula tireóide. 

 Tendo em vista que a AMPK regula a distribuição subcelular dos 

transportadores de glicose em diversos tecidos  e considerando que há correlação 

negativa entre a captação de glicose e de iodeto no câncer de tireóide, é possível 

que esta cinase esteja envolvida também na regulação da função do co-

transportador sódio-iodeto na tireóide. Uma vez que a captação de iodeto pela 

tireóide é uma etapa fundamental para a biossíntese hormonal, além de ser de 

grande relevância clínica, tanto no diagnóstico como no tratamento de diversas 

doenças da tireóide, é de grande importância compreender melhor o efeito da 

ativação e da inibição da AMPK sobre a expressão, distribuição subcelular e 

função do NIS.

 
 



2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
 Investigar o papel da AMPK na regulação da função tireóidea.

2.2 Objetivos específicos

✦ Determinar a expressão da enzima AMPK na glândula tireóide e na linhagem 

de células PCCL3;

✦ Avaliar o efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK sobre a captação 

de iodeto na glândula tireóidea e na linhagem de células PCCL3;

✦ Analisar o efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK sobre a 

expressão do co-transportador Na/I;

✦ Avaliar o efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK sobre a captação 

de glicose na linhagem de células PCCL3;

✦ Investigar o efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK sobre a 

expressão dos transportadores de glicose GLUT1 e 4 em linhagem de células 

PCCL3;

✦ Estudar a relação entre o TSH e a expressão e ativação da AMPK na linhagem 

de células PCCL3;

✦ Avaliar o efeito crônico da administração de AICAR sobre a função tireóidea em 

ratos Wistar.
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3- MATERIAIS E MÉTODOS

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). [125I]NaI foi fornecido por PerkinElmer Life and Analytical Sciences 

(Woodbridge, Ontario, Canada). 

 Anticorpos específicos 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 

secundário 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). Já 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 potássio, 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 (Università Federico II, Napoli, Itália) e as células musculares 

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



3.2 Estudo 1: Efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK 

sobre a captação de glicose nas células PCCL3 e de iodeto na 

glândula tireóide e nas células PCCL3

3.2.1 - Cultivo celular

Foi utilizada a linhagem celular PCCL3, estabelecida a partir de células 

epiteliais  da tireóide derivadas de ratos Fisher adultos de 18 meses, que mantém in 

vitro a maioria das características das células tireóideas diferenciadas. Dentre elas 

podemos citar a expressão e secreção de tireoglobulina, atividade da 

tireoperoxidase e desiodase do tipo 1 e captação de iodeto. Apesar disso, essa 

linhagem é incapaz de produzir hormônios  tireóides. A proliferação 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 µg/mL), insulina (10 µg/

mL), hidrocortisona (10nM), somatostatina (6nM), gli-his-lis  (2.5µM)  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 ºC.

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 ativação e inibição farmacológica da AMPK, respectivamente. Para tanto, 
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as células eram plaqueadas, 105 por poço em placa de 24 poços ou 2,5 x 106 por 

poço em placa de 6 poços, e tratadas com AICAR (nas doses indicadas), composto 

C (20 µM) ou ambos por diferentes tempos como indicado. Tanto AICAR, quanto  

composto C eram dissolvidos em meio de cultura na presença ou ausência de TSH, 

como indicado. Quando as células eram incubadas na presença de composto C, a 

mesma quantidade de dimetilsulfóxido (DMSO) era colocado em todos os outros 

grupos. Para os poços  que possuíam ambas as  drogas, o composto C era colocado 

1 h antes  do AICAR. Após o período de incubação, as células plaqueadas em placa 

de 24 poços foram submetidas ao protocolo de captação de iodeto ou glicose, 

enquanto que as células plaqueadas em placa de 6 poços foram submetidas ao 

protocolo de Western blot.

 Para análise da expressão da AMPK na presença ou ausência de H89 (10 

µM) e forskolina (10 µM), as células foram plaqueadas em um placa de 6 poços 

(como descrito), tratadas com as respectivas  drogas por 4h e submetidas ao 

protocolo de Western blot.

3.2.3 - Ensaio de captação de iodeto pelas células PCCL3 

A captação de iodo pelas células PCCL3 foi realizado conforme descrito 

previamente por VENKATARAMAN & COL (1999). Resumidamente, as células foram 

plaqueadas em uma placa de 24 poços  a uma densidade de 105 células  por poço. 

Após o respectivo tratamento, as células foram lavadas com 1 mL da solução HBSS 

(Hank’s balanced salt solution) e incubadas por 45 minutos  na mesma solução 

suplementada com 0,2 µCi Na[125I] e 0,1 mmol/L NaI. Após esse período as células 

foram novamente lavadas com HBSS e lisadas com 0,5 mL de NaOH (0.1 mol/L). 

Esse lisado foi então coletado e levado para contagem da radioatividade em 



contador (1470 Wallac WizardTM automatic gamma counter, Turku, Filand). Uma 

alíquota de cada poço foi coletada para a dosagem de proteína pelo método de 

Bradford (BRADFORD, 1976). Para obtenção da captação específica de iodeto, as 

contagens de radiação gamma foram subtraídas das contagens das células que 

foram tratadas nas mesmas condições porém incubadas com o inibidor competitivo 

da captação de iodeto, KClO4 (10 µM), e corrigidas pela quantidade de proteína 

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

3.2.4 - Ensaio de captação de glicose pelas células PCCL3 

A captação 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 poços a uma densidade de 105 células por poço. Após o 

respectivo tratamento, as células foram lavadas com 1 mL da solução HBSS (Hank’s 

balanced salt solution) e incubadas por 3 minutos na mesma solução suplementada 

com 0,5 mM 2-deoxi-D-glicose and 0,5 µCi of 2-[1,2-3H]deoxi-D-glicose. Após esse 

período as células foram novamente lavadas com HBSS e lisadas com 0,5 mL de 

NaOH (0.1 mol/L). Esse lisado foi então coletado e levado para contagem da 

radioatividade em um cintilador (Beckman, New York  - USA). Uma alíquota de cada 

poço foi coletada para a dosagem de proteína pelo método de Bradford 

(BRADFORD, 1976). Para o cálculo da captação específica de glicose, as  contagens 

por minuto foram subtraídas das contagens das células que foram tratadas nas 

mesmas condições, porém incubadas com o inibidor específico da captação de 

glicose, citocalasina B (10 µM), e corrigidas pela quantidade de proteína 

correspondente. Os resultados foram expressos como µmols de glicose / mg de 

proteína / minuto.
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3.2.5 - Análise da expressão das proteínas AMPK, ACC, AS160, 

GLUT1/4, LKB1 e NIS por Western Blot

 As células PCCL3, L6, músculo solear e a glândula tireóide de rato foram 

tratadas como indicado e homogeneizadas em tampão contendo  NaCl 135 mM, 

MgCl2 1 mM, KCl 2,7 mM, Tris  20 mM (pH 8,0), Triton 1%, glicerol 10% e inibidores 

de proteases e de fosfatase (Na3VO4 0.5 mM, NaF 10 mM, leupeptina 1 µM, 

pepstatina 1µM, 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 músculo 

solear quanto a glândula tireóide foram processados utilizando homogenizador 

(KEA, USA). Tanto os tecidos, quanto as linhagens de células foram então 

centrifugados por 10.000 g durante 10 minutos à 4˚C. Uma alíquota dos lisados foi 

utilizada para a determinação da concentração de proteínas em cada amostra, pelo 

método de Bradford (BRADFORD, 1976). Antes de aplicadas  no gel SDS-PAGE, as 

amostras foram diluídas 1:1 (v/v) com tampão de amostra Laemmli (Tris-HCl 

62.5mM, pH 6,8, SDS 2% p/v, DTT 50mM e azul de bromofenol, 0,01% p/v). 

Alíquotas contendo 30 µg de proteína dos lisados foram submetidas à eletroforese 

SDS-PAGE, e então transferidas  para membranas PVDF (Bio-Rad Laboratories, 

Burlington, ON). As membranas foram então bloqueadas em solução 3% BSA e 

incubadas com os anticorpos  específicos, utilizando diluições entre 1:500-1:1000, 

até o dia seguinte. A revelação se deu através da utilização de ECL (Millipore, MA) e 

visualizada em filme fotográfico (Kodak®). A quantidade de proteína entre as 

amostras foi confirmada através da expressão da proteína GAPDH realizada na 

mesma membrana.



3.2.6 - Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos com 3 meses de idade 

(200 – 250 g), mantidos em gaiolas individuais sob condições controladas de 

temperatura (23 ºC) e ciclo claro/escuro (12h / 12h, com ciclo claro iniciando às  19h). 

Todos os animais tiveram água e ração oferecidos ad libitum.

Após o período de 1 semana para aclimatação, os animais  foram, 

aleatoriamente, separados para receber AICAR ou veículo, formando os seguintes 

grupos: Controle (Con) e AICAR (A). Utilizamos um total de18 animais para cada 

grupo. Todos os experimentos  foram realizados após aprovação do protocolo pela 

Comissão de Ética em Pesquisa com o Uso de Animais (CEUA) do Centro de 

Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob número de 

protocolo IBCCF078. 

3.2.7 Administração de AICAR

A administração de AICAR foi por via intraperitoneal (i.p.), em uma única dose 

de 0,7 g/Kg de massa corporal (m.c.). Os animais que não foram tratados  com 

AICAR receberam volume igual do veículo (cloreto de sódio 0.9%), nas mesmas 

condições da administração da AICAR. A captação de iodeto foi realizada 24 h após 

a administração de AICAR. Utilizamos 6 animais em cada grupo.

Com o objetivo de analisar se a injeção de AICAR seria capaz de ativar a 

AMPK na glândula tireóidea, um segundo grupo de animais, nas mesmas condições 

anteriores, recebeu uma única dose de AICAR (0,7 g/Kg m.c.) tendo sido 

sacrificados 30 minutos após a injeção. A glândula tireóide foi rapidamente removida 
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e congelada em nitrogênio líquido para posterior análise da fosforilação da AMPK e 

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

3.2.8 Captação de radioiodo pela glândula tireóide

Para avaliar a função do co-transportador Na+/I- (NIS) foi utilizada a técnica 

desenvolvidas por Ferreira et al (2005) em nosso laboratório. 

Resumidamente, 15 minutos antes da eutanásia cada animal recebeu solução 

intraperitoneal de radioiodo Na125I (0,1 µCi i.p., Amersham, Buckinghamshire, 

Inglaterra). As tireóides foram removidas e pesadas. A radioatividade das glândulas 

foi medida, usando contador gama de fase sólida (1470 Wallac WizardTM automatic 

gamma counter, Turku, Filand) e expressa em percentual da dose de 125I 

administrada por mg de tireóide.

3.3 - Estudo 2: Efeito da administração de AICAR por 4 dias sobre a 

função tireóidea em ratos Wistar

3.3.1 - Administração de AICAR

A administração 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 não foram tratados com AICAR receberam volume igual do veículo (cloreto de 

sódio 0.9%), nas mesmas condições da administração da AICAR. Utilizamos 10 

animais em cada grupo.



3.3.2 - Sacrifício dos animais

Após o sacrifício, foram coletados sangue para as análises. Para a obtenção 

do soro foi realizada a centrifugação (1000 x g, 15 minutos, 4 ºC) do sangue em 

tubos individualizados com a retirada do sobrenadante (soro). As amostras de soro 

foram aliquotadas  em 3 tubos e armazenadas a – 70 ºC até o momento das análises 

das  concentrações séricas de TSH, T3, T4, através de radioimunoensaios 

específicos. 

3.3.3 - Dosagem do TSH Sérico 

A determinação dos níveis  séricos  de TSH foi realizada através de 

radioimunoensaio específico, utilizando um kit fornecido pelo “National Hormone and 

Peptide Program/NIDDK” (Dr. Parlow, Bethesda, MD, USA), e expressos em termos 

da preparação de referência 3 (RP-3). Esse kit é composto por TSH murino 

purificado para a preparação das amostras utilizadas na curva padrão (0,625 a 25 

ng/ml), TSH murino para ser iodado e anticorpo de coelho anti-TSH murino (1º 

anticorpo).

A iodação da molécula de TSH com 125I foi realizada em nosso laboratório, 

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 2º anticorpo (anti-rabbit IgG, 

SIGMA), com adição de 6% de polietilenoglicol (PEG) (Isofar, Rio de janeiro, Brasil). 
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Os coeficientes de variação 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 µl por amostra. O TSH sérico foi expresso em ng/ml.

3.3.4 - Dosagem de T3 e T4 totais séricos

As concentrações 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 específicos aderidos à parede dos tubos de 

polipropileno e utilizando T3 e T4 marcados com 125I como traçador. As  curvas 

padrão foram preparadas com T3 e T4 em soro de rato livre de iodotironinas (soro 

zero) nas concentrações de 25 a 1000 ng/dL e 1 a 50 µg/dL, respectivamente. Para 

o kit de T3 os coeficientes de variação intra- e inter-ensaio foram 4,2 à 6,0% e 7,1 à 

7,4%, respectivamente, e a sensibilidade do ensaio foi de 4,3 ng/dl, usando volume 

de 50µl por amostra. Para o kit de T4 os coeficientes de variação intra- e inter-ensaio 

foram 7,1 à 7,4% e 2,9 à 5,1%, respectivamente, e a sensibilidade do ensaio foi de 

0,4 µg/dl usando volume de 25 µl por amostra. Todo o procedimento foi realizado 

seguindo-se as recomendações do fornecedor. Os resultados foram expressos em 

ng/dl para o T3 e em µg/dl para o T4.

3.4 - Análise Estatística

A análise estatística empregada na comparação dos resultados apresentados 

foi realizada com a utilização do programa de análises  estatísticas Graphpad Prism 



(versão 5, Graphpad Software, Inc., San Diego, USA). Para a quantificação da 

expressão 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 variância univariada paramétrica, seguida de teste de comparação 

múltipla, Bonferroni's Multiple Comparison Test.

Os resultados dos estudos 1 foram analisados pelo teste de variância 

univariada paramétrica, seguida do teste de comparação múltipla, Bonferroni's 

Multiple Comparison Test. Já os resultados de massa corporal, TSH, T3 e T4 séricos 

do estudo 2 foi analisado por Student t não pareado (massa corporal, gorduras retro 

e epididimal, T3, T4). Os  resultados de TSH e captação de iodeto, que não seguem 

uma distribuição normal, foram analisados por variância univariada não paramétrica, 

Kruskal-Wallis, seguido de teste de comparação múltipla de Dunn.

As diferenças foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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4- RESULTADOS
4.1 - Estudo 1: Efeito da ativação e inibição farmacológica da AMPK 
sobre a captação de glicose nas células PCCL3 e de iodeto na 
glândula tireóide e nas células PCCL3

4.1.1 Expressão das subunidades α1 e α2 da AMPK na glândula 
tireóide e nas células PCCL3
 Com o objetivo de demonstrar, pela primeira vez, o papel da enzima AMPK no 

controle da função tireóidea, necessitamos confirmar a expressão dessa enzima no 

tecido tireóideo, bem como na linhagem de células tireóideas PCCL3. Na figura 4, 

pode-se observar a expressão das  2 subunidades α da AMPK com 63 kDa, tanto na 

glândula de ratos, quanto na PCCL3. Como controle positivo, utilizamos o músculo 

solear de rato, que conhecidamente expressa essa proteína (KEMP & COL, 2009).



Músculo Tireóide PCCL3

GAPDH

Músculo Tireóide PCCL3

GAPDH

AMPKα1

AMPKα2

Figura 4 - Expressão da subunidade α da AMPK no músculo solear, na glândula 
tireóidea e na linhagem de células foliculares de tireóide PCCL3. Os tecidos foram 
retirados de um rato Wistar macho que não recebeu qualquer tipo de tratamento e 
era alimentado com ração e água ad libitum. A linhagem de células PCCL3 foi 
cultivada em meio de cultura F12 6H. A proteína GAPDH foi utilizada como controle 
de carregamento.

4.1.2 Efeito do AICAR sobre a fosforilação da AMPK e ACC e 
captação de iodeto in vitro

 Realizamos inicialmente uma curva dose-resposta para avaliar a 

concentração ótima de AICAR a ser utilizada. A exposição das células PCCL3 ao 

AICAR levou à diminuição significativa da captação de iodeto de maneira dose 

dependente. Dessa forma, foram observados significativas reduções na captação 

nas doses de 0.5, 1 e 2 mM (Figura 5B). Em paralelo, analisamos a fosforilação da 

AMPK e da ACC por Western blot nas mesmas condições anteriores. O tratamento 

das células  PCCL3 com AICAR também causou aumento na fosforilação da AMPKα 

e do seu alvo preferencial ACC de maneira dose dependente (Figura 5A). A 
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quantidade total de AMPKα não sofreu alteração nas menores doses  de AICAR (0.25 

e 0.5mM), enquanto houve uma pequena diminuição na expressão nas maiores 

doses (1 e 2 mM). Nenhuma modificação foi observada na quantidade total de ACC. 

A partir desse resultado, passamos a utilizar a dose de 1mM de AICAR em todos os 

experimentos.

 Com o objetivo de investigar se os efeitos do AICAR são realmente 

desempenhados pela AMPK, nós avaliamos a expressão da AMPKα e ACC 

fosforiladas e a captação de iodeto, na presença do inibidor farmacológico 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 fosforilação da AMPKα e da ACC, enquanto que o composto C inibiu 

completamente essa atividade (Figura 6A). 

 Avaliou-se então a captação de iodeto em diferentes tempos de incubação 

com AICAR,  composto C ou ambos. Nenhum efeito significativo foi observado após 

1h de incubação porém, a partir de 2h, e por diversos momentos até 24h (4, 8 e 16h) 

observamos uma redução significativa na captação induzida por AICAR. A presença 

do composto C, não só reverteu completamente a diminuição da captação induzida 

por AICAR, como aumentou a captação quando colocado sozinho em relação ao 

grupo controle (Figura 6B). Esses resultados indicam que a atividade basal da 

AMPK exerce um importante efeito na regulação da captação de iodeto nas células 

tireóideas, mesmo na presença de TSH. Além disso, devido a grande estabilidade do 

NIS na presença de TSH, esses dados sugerem que pode existir mais de um 

mecanismo de redução da captação pela ativação da AMPK, pois observamos 

efeitos rápidos, que não envolvem regulação da transcrição, e tardios onde a 



supressão da expressão ou a indução da degradação do NIS podem estar 

envolvidos.
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Figura 5 - Efeito dose resposta de AICAR (A) sobre a expressão das enzimas  
AMPK e ACC nas formas total e fosforilada e (B) sobre a captação 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 proteína 
GAPDH foi utilizada como controle de carregamento em todas as membranas. 
Os blots  são representativos de pelo menos 3 experimentos independentes, 
sendo cada proteína avaliada em uma membrana independente com a mesma 
amostra. As mesmas condições foram utilizadas para a captação de iodeto. Os 
resultados da captação de iodeto foram representados com % do grupo controle 
com pelo menos 3 experimentos independentes, com média ± erro padrão e 
n=12. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nível de 
significância * p<0,05 em relação ao controle e # p<0.05 em relação a 1mM.
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Figura 6 - Efeito do inibidor da AMPK, composto C (CC) na presença (CC+A) 
ou na ausência do AICAR (A) sobre (A) a expressão das enzimas AMPK e ACC 
nas formas total e fosforilada após 24h de tratamento e (B) sobre a captação de 
iodeto nas células PCCL3 em diferentes tempos. Estas foram cultivadas em 
meio de cultura HAM’S F12 6H, e tratadas com composto C (20µM), AICAR 
(1mM) ou ambos por 24h. A proteína GAPDH foi utilizada como controle de 
carregamento em todas as membranas. Os blots são representativos de pelo 
menos 2 experimentos independentes, sendo cada proteína avaliada em uma 
membrana independente com a mesma amostra. As mesmas condições foram 
utilizadas para a captação de iodeto somente alterando o tempo de tratamento 
como indicado. Os resultados da captação de iodeto foram expressos como 
relativo ao controle com pelo menos 2 experimentos independentes, com média 
± erro padrão; n=número de poços com células por grupo. O asterisco indica 
resultado estatisticamente significativo em relação ao grupo controle. Nível de 
significância de pelo menos p<0,05.



4.1.3 Efeito do AICAR sobre a fosforilação da AMPK e ACC e 
captação de iodeto in vivo

 Para avaliarmos a relevância da inibição da captação induzida por AICAR 

observada nas células PCCL3 in vivo, injetamos uma única dose de AICAR (0.7g/Kg 

m.c.) em ratos Wistar machos pesando entre 200-250g e medimos a captação de 

radiodo de 15 minutos, 24 h depois. Como esperado pelos dados in vitro, uma única 

dose de AICAR foi suficiente para reduzir significativamente a captação de iodeto em 

ratos Wistar (Figura 7B). Isso demonstra que a AMPK regula a captação de iodeto 

também na glândula tireóide in vivo, reforçando a importância dessa enzima no 

controle dessa etapa da síntese dos HT.
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Figura 7 - Efeito da administração de uma única dose de AICAR sobre a (a) 
expressão das enzimas AMPK e ACC nas formas total e fosforilada (b) e sobre a 
captação de iodeto. Foram utilizados ratos Wistar machos (250g) que receberam 
uma única dose i.p. de AICAR 0.7g/Kg m.c. Após 24h do tratamento com AICAR, os 
animais foram injetados com radioidodo ou veículo e as glândulas tireóides foram 
removidas 15 minutos depois para contagem de radioatividade ou congeladas em 
nitrogênio líquido. A proteína GAPDH foi utilizada como controle de carregamento 
em todas as membranas. Os blots são representativos de pelo menos 2 
experimentos independentes, sendo cada proteína avaliada em uma membrana 
independente com a mesma amostra. Para os blots utilizamos n=3. Os resultados  da 
captação de iodeto foram expressos por %125I/mg tireóide de tireóide com média ± 
erro padrão e n = 8. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nível 
de significância p<0,05.



4.1.4 Efeito do TSH sobre a ativação da AMPK

 Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos pelos  quais ocorre a 

ativação da AMPK nas células tireóideas, avaliamos o efeito do TSH sobre o 

controle da expressão e ativação da AMPKα, bem como a relação entre TSH e 

AMPK sobre a captação de iodeto. É bem descrito na literatura que a ausência de 

TSH no meio de cultura, leva a rápida redução da captação de iodeto (RIEDEL, 

2001; Kogai et al 2000). Para avaliar se o mecanismo de redução da captação na 

ausência de TSH seria mediado pela ativação da AMPK, incubamos as células 

PCCL3 em meio de cultivo sem TSH (5H) por 48h na presença ou na ausência de 

composto C, que foi adicionado nas  últimas 4h do período de 48h de privação do 

TSH. Observamos por Western blot que a retirada do TSH induziu aumento na 

fosforilação da AMPKα e ACC, sugerindo que o TSH regula negativamente a 

ativação da AMPK nas células foliculares. Como esperado, a presença do composto 

C nessas condições inibe a ativação da AMPK demonstrada em períodos de 

privação do TSH (Figura 8A). 

 Supreendentemente, quando avaliamos a captação de iodeto, encontramos 

uma completa restauração no grupo tratado com composto C, mesmo na ausência 

do TSH por 48h (Figura 8B). Esses dados sugerem fortemente que um dos 

mecanismos de redução da captação, que ocorreria pela ausência do TSH, é via 

ativação da AMPK nas células foliculares. Além disso, parece existir um sistema 

fisiológico de controle da captação de iodeto, regulado por um jogo de forças entre a 

ativação da AMPK e a sinalização desencadeada pelo TSH. 

 Para confirmar se o efeito do TSH sobre a ativação da AMPK seria mediado 

pelo AMPc e PKA, utilizou-se um ativador farmacológico da adenilato ciclase e um 

inibidor da PKA, conhecidos como forskolina e H89 respectivamente. Desta forma, 
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podemos demonstrar que, mesmo na ausência de TSH a forskolina foi capaz de 

inibir a AMPK, enquanto que na presença de TSH, o H89 aumentou a fosforilação da 

AMPK (Figura 9). Esses dados confirmam que a regulação negativa do TSH sobre a 

ativação da AMPK é mediada pela via clássica de sinalização TSH-TSHr-AMPc-

PKA.
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Figura 8 - Efeito do composto C, na presença e ausência do TSH sobre (a) a 
expressão das enzimas AMPK e ACC nas formas total e fosforilada (b) sobre a 
captação de iodeto nas células PCCL3. Estas  foram cultivadas em meio de 
cultura HAM’S F12 5H, sem TSH por 48h e tratadas ou não com composto C 
(20µM) nas últimas 4h do período de 48h de privação do TSH. A proteína 
GAPDH foi utilizada como controle de carregamento em todas as membranas. 
Os blots  são representativos de pelo menos 2 experimentos independentes, 
sendo cada proteína avaliada em uma membrana independente com a mesma 
amostra. As mesmas condições foram utilizadas para a captação de iodeto. Os 
resultados da captação de iodeto foram expressos como relativo ao controle, 
com pelo menos 3 experimentos independentes, com média ± erro padrão e 
n=18 para cada condição. O asterisco indica resultado estatisticamente 
significativo em relação ao grupo controle. Nível de significância p<0,05.

41



P-AMPK

AMPK

GAPDH

TSH

Composto C (20µM)

H89 (10µM)

Forskolina (10µM)

+

-

-

-

-

-

-

-

-

+

-

-

+

-

+

-

-

-

-

+

Figura 9 - Efeito da retirada do TSH por 48h na presença ou ausência de 
composto C, H89 e Foskolina sobre a expressão 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 (20µM), H89 (10µM) ou 
foskolina (10µM) por 4h. A proteína GAPDH foi utilizada como controle de 
carregamento em todas as membranas. Os blots são representativos de pelo 
menos 2 experimentos independentes, sendo cada proteína avaliada em uma 
membrana independente com a mesma amostra.

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

PCCL3

 Para tentar esclarecer o possível envolvimento da cinase ativadora da AMPK, 

LKB1, no mecanismo pelo qual o TSH suprime a ativação da AMPK nas células 

tireóideas, colocamos as células em meio de cultura privado de TSH (5H) por 48h e 

avaliamos a expressão da LKB1. Surpreendentemente, a ausência de TSH por esse 

período leva a diminuição da expressão da LKB1 nas células tireóideas, indicando 

que outro mecanismo é responsável pela ativação da AMPK na ausência de TSH 

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

4.1.6 Mecanismo pelo qual a ativação da AMPK inibe a captação de iodeto nas 

células PCCL3

 Com o objetivo de desvendar, pelo menos em parte, o mecanismo pelo qual a 

ativação da  AMPK pelo AICAR inibe a captação de iodeto, tratamos as células 

PCCL3 com AICAR, composto C ou ambos por 24h e realizamos um Western blot 

para quantificação do co-transportador Na/I nessas condições. O tratamento com 

AICAR diminuiu significativamente a quantidade de NIS, enquanto o composto C 

reverteu completamente essa redução (Figura 11B). Devido ao fato do NIS possuir 

uma meia vida longa na presença de TSH (em torno de 5 dias), ou seja, nas 

mesmas condições utilizadas no presente estudo, esse resultado sugere que a 

ativação da AMPK por 24h pode induzir a degradação do NIS. Para melhor 

caracterização deste resultado, realizamos uma curva temporal de expressão do NIS 

com AICAR que foi incubado na presença das células por diferentes tempos. 

Podemos observar uma pequena redução na expressão do NIS após 12h do 

tratamento, seguido de uma grande diminuição após 24h (Figura 11A). Devido ao 

fato de que a captação de iodeto já está reduzida em tempos inferiores a 24h, 
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podemos concluir que outros mecanismos além da indução da degradação do NIS 

estejam envolvidos na inibição da captação induzida por AICAR.

A

Con Con 12h 24h4h2h
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NIS
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Con A CC CC+A

NIS
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Figura 11 - Efeito do tratamento com AICAR (1mM) (a) em diferentes tempos e 
(b) na presença ou ausência de composto C (20µM), sobre a expressão 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 proteína GAPDH foi utilizada como controle de carregamento. 
Os blots são representativos de pelo menos 3 experimentos independentes.

4.1.7 Efeito do AICAR e composto C sobre a captação de glicose e expressão 

do GLUT 1/4 e AS160 nas células PCCL3

Um das mais importantes funções descritas para a ativação da AMPK em 

diversos tipos celulares  é a regulação da captação de glicose. Utilizando a linhagem 

de células de tireóide PCCL3, realizou-se inicialmente uma curva dose-resposta 

para avaliar a concentração ótima de AICAR a ser utilizada. O tratamento das 



células com AICAR causou aumento significativo na captação de glicose entre a 

dose de 1 mM até 2 mM, sendo esta última 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 captação 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 
captação de glicose foram expressos em nmols/min/mg ptn, com pelo menos 2 
experimentos independentes, média ± erro padrão e n=6 para cada condição. O 
asterisco indica resultado estatisticamente significativo em relação ao grupo 
controle. Nível de significância p<0,05.

Posteriormente, realizou-se experimentos  para avaliar a captação de glicose 

sob ativação e inibição farmacológica da AMPK em diversos tempos.  

Demonstramos em todos os  tempos estudados, que a captação de glicose é 

significativamente aumentada pelo AICAR. Como esperado, o composto C impede 

completamente esse aumento, apesar de sozinho não alterar a captação de glicose 

em relação ao grupo controle (Figura 13). Em paralelo aos experimentos de 

captação de glicose, realizou-se Western blot para quantificar a expressão de 

GLUT1 e GLUT4 nas mesmas condições, para esclarecer o mecanismo pelo qual a 
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ativação da AMPK induz ao aumento na captação de glicose. Porém, não 

encontramos diferença significativa na expressão protéica dos transportadores de 

glicose  em nenhuma das condições 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 captação de glicose nas  células PCCL3. Estas 
foram cultivadas em meio de cultura HAM’S F12 6H, e tratadas com AICAR 
(1mM), composto C  (20µM), ou ambos por diferentes  tempos como indicado. 
Os resultados da captação de glicose foram expressos  em nmols/min/mg ptn, 
com pelo menos 3 experimentos independentes, média ± erro padrão; 
n=número de poços com células  para cada grupo. O asterisco indica resultado 
estatisticamente significativo em relação ao grupo controle. Nível de 
significância p<0,01.
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Figura 14 - Efeito do tratamento com AICAR (A), composto C (CC) ou ambos  
(CC+A) sobre a expressão 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  (20µM), ou ambos por 24h. A proteína 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 
média ± erro padrão e n=3.

Com o objetivo de estudar o mecanismo pelo qual o AICAR aumenta a 

captação de glicose, avaliamos a expressão da proteína AS160 nas mesmas 

condições citadas acima. Demonstramos pela primeira vez que a proteína AS160 é 

expressa na linhagem de células PCCL3. Entretanto, não  parece haver diferença na 

quantidade total e fosforilada desta proteína em nenhuma das condições estudadas 

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

4.2 - Estudo 2: Efeito da administração de AICAR por 4 dias sobre a função 

tireóidea em ratos Wistar

 Para avaliar os efeitos da administração de AICAR por 4 dias consecutivos, 

sobre a função tireóidea, tratamos um grupo de ratos Wistar machos com AICAR 

(0,7g/Kg) com uma injeção i.p. diária. Controlamos a massa e composição corporal, 

bem como os níveis séricos dos HT e TSH.

 Não encontramos diferença significativa na massa e composição corporais 

após 4 dias de tratamento. Entretanto, observamos diminuição transitória na 

ingestão alimentar, com redução significativa ocorrendo em torno do segundo dia de 

administração, retornando aos valores do grupo controle no 4o dia de administração 

de AICAR.

Nenhuma alteração foi encontrada nas concentrações séricas  de T4, T3 e 

TSH após 4 dias de administração 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, ingestão e concentração séricas dos hormônios T4, T3 e TSH em 
ratos Wistar machos. Os resultados são representativos de pelo menos 2 
experimentos independentes, estão expressos como média ± erro padrão e 
possuem n =10 para cada grupo. As setas representam o início do tratamento com 
AICAR. O asterisco indica resultado estatisticamente significativo. Nível de 
significância p<0,05.
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5 - DISCUSSÃO

Nosso trabalho demonstrou pela primeira vez que a enzima AMPK é expressa 

na glândula tireóide e que participa da regulação da captação de iodeto, etapa chave 

na formação dos hormônios tireóideos. De fato, a ativação da AMPK por AICAR 

reduziu a captação de iodeto in vivo e in vitro, enquanto a supressão dessa ativação, 

realizada pelo composto C, impediu completamente o efeito do AICAR na linhagem 

de células tireóideas PCCL3.

A captação de iodeto na tireóide é estimulada por TSH, tanto por aumentar a 

síntese do co-transportador Na/I, quanto por regular o funcionamento da proteína 

por mecanismos pós-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 captação de iodeto. Interessantemente, nessas 

condições, demonstramos aumento na fosforilação da AMPK, sugerindo que o TSH 

possa regular a atividade desta enzima diretamente. Além disso, observamos que a 

captação de iodeto foi completamente revertida pelo inibidor da ativação da AMPK, 

composto C, mesmo na ausência de TSH, fato esse acompanhado pela redução da 

fosforilação da AMPK. Esses resultados sugerem que a redução da captação de 

iodeto na ausência de TSH se dá via ativação da AMPK nas células PCCL3. Nossos 

dados sugerem que, no âmbito fisiológico, as  diferentes concentrações de TSH 

modulem a ativação da AMPK, que por sua vez, controla a capacidade de captação 

de iodeto e consequente formação dos HT. Essa hipótese é reforçada pelo fato do  

composto C sozinho elevar a captação de iodeto acima dos níveis do grupo controle, 

sugerindo uma contra-regulação fisiológica entre AMPK e TSH. 



Diversas vias de sinalização intracelulares foram descritas a partir da ligação 

do TSH ao seu receptor na célula tireóidea. Dentre estas, a via desencadeada pelo 

aumento do AMPc e subsequente ativação da PKA, está diretamente relacionada 

com a expressão do NIS e com a captação de iodeto (BARATTA et al 2009; KOGAI 

et al, 2000; SAITO et al, 1997). De maneira semelhante, em nosso estudos, 

demonstramos que a sinalização envolvida na regulação da ativação da AMPK pelo 

TSH é dependente de AMPc e PKA. De fato, quando tratamos as células PCCL3, na 

presença de TSH e do inibidor da PKA H89, observamos aumento na fosforilação da 

AMPK, comparável aquela encontrada na ausência do TSH no meio de cultura. 

Inversamente, quando colocamos as células em meio 5H porém na presença de 

forskolina, observamos o mesmo nível de inibição do grupo controle, que é cultivado 

com meio 6H. Esses resultados reforçam a hipótese de que o mecanismo pelo qual 

o TSH controla a captação de iodeto envolve, pelo menos em parte, a inativação da 

AMPK. A via de ativação da AMPK em diversos tipos celulares envolve a fosforilação 

da treonina-172 pela cinase constituvamente ativa LKB1. Entretanto, a presença 

dessa enzima na tireóide ainda não havia sido descrita. Nosso trabalho demonstrou 

que a LKB1 é expressa na glândula tireóide e é regulada positivamente por TSH, o 

que no entanto, não explica a regulação negativa da AMPK observada nas mesmas 

condições. Postulamos portanto, baeado em achados da literatura, que o 

mecanismo de regulação negativa do TSH deve envolver a inativação da CAMKKβ e 

fosforilação 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 captação de iodeto por vias 

pós-traducionais (VADYSIRISACK et al 2008; RIEDEL et al 2001). Apesar do 

mecanismo exato desta regulação ainda não ter sido esclarecido, foi demonstrado 
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que, na ausência da sinalização do TSHR ocorre, internalização e diminuição da 

estabilidade da proteína NIS, cuja meia vida passa de 5 para 3 dias  (RIEDEL et al 

2001). Foi ainda descrito que, o NIS possui sítios de fosforilação que regulam a 

atividade e também, a estabilidade da proteína (VADYSIRISACK et al 2007). O 

presente trabalho sugere um mecanismo diferente de regulação do NIS através do 

aumento da degradação. Mostramos uma curva temporal no qual as células PCCL3 

foram submetidas  ao tratamento com AICAR. Somente a partir de 24h de tratamento 

houve diminuição na quantidade total de NIS. Com base na longa meia vida dessa 

proteína e no fato de que esse experimento foi realizado na presença de TSH, 

concluímos que a ativação da AMPK induz a degradação do NIS nessa linhagem 

celular. Apesar de não encontrarmos relatos na literatura sobre o mecanismo que 

leva à degradação do co-transportador Na+/I-, observamos que outros 

transportadores como os GLUTs, são degradados por enzimas lisossomais após a 

fusão das vesículas contendo o transportador com o lisossomo (WEIMAN et al 2009; 

HOU et al 2009). Um dos fatores  relacionados a esse processo, parece ser a 

presença do domínio PDZ na região C-terminal da proteína (WEIMAN et al 2009). Já 

foi descrito que o NIS possui este domínio, entretanto a relação entre a degradação 

e a presença de domínio PDZ nessa proteína 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 

família do NIS (SLC5A1). Nesse trabalho, SOPJANI et al (2010) demonstram que a 

expressão de uma AMPK constitutivamente ativa induz aumento na atividade e na 

quantidade do transportador SGLT1 presente na membrana.  Ainda não foi descrito 

o mecanismo pelo qual a AMPK exerce esses efeitos, mas este trabalho reforça o 

papel desta enzima na regulação de transportadores da família SLC5A1.



Nossos dados  demonstram ainda que outros mecanismos pós-tranducionais 

devem atuar na resposta da ativação da AMPK na célula tireóidea. Isso porque 

demonstramos inibição da captação de iodeto após 2,4,8 e 16h de tratamento com 

AICAR. Entretanto, quando analisamos a expressão de NIS em tempo similares, 

observamos que esta não sofre alteração, o que sugere que outro mecanismo além 

do relacionado à indução da degradação esteja envolvido.   Dentre as hipóteses 

abordadas na literatura com relação à regulação do NIS, a fosforilação 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 fosforilação de sítios 

específicos em enzimas chaves  do metabolismo, a fosforilação do NIS pela AMPK 

explicaria a rápida redução da captação observada com o tratamento de AICAR 

(KAHN et al 2005). Entretanto essa hipótese ainda tem que ser demonstrada em 

estudos futuros. 

Outras vias de sinalização intracelular estão envolvidas na regulação da 

captação de iodeto, ainda que não haja consenso sobre de que maneira estas vias 

atuem no âmbito fisiológico. Dessa forma, já foi demonstrado que a PI3K, ativada 

pela subunidade Gβγ do receptor de TSH e por IGF-I, inibe a expressão do NIS e a 

captação de iodeto estimulada por AMPc. Da mesma forma, a inativação da 

subunidade Gβγ, aumenta a expressão do NIS mediada pela ativação de PAX-8 pelo 

TSH (ZABALLOS et al 2008; GARCIA & SANTISTEBAN,2002). Recentemente, 

nosso grupo demonstrou que a  inibição da proteína de mamífero-alvo-da-

rapamicina (mTOR) aumenta a captação de iodeto nas células PCCL3. Já foi 

demonstrado que essa proteína é ativada por PI3K, o que constitui uma importante 

via de regulação negativa da captação de iodeto na célula PCCL3 (SOUZA et al, 

2010). Curiosamente, é descrito na literatura que em diversos tipos celulares, a 
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AMPK inibe a ativação da mTOR (LEE et al 2010; WILLIAMSON et al 2006). Assim, 

parecem existir pelo menos 2 vias independentes de inativação da captação de 

iodeto na tireóide. No entanto, a relação entre estas  vias ainda tem que ser melhor 

estudada.

Devemos ainda considerar a hipótese do AICAR e do composto C 

desempenharem seus efeitos de forma independente da sinalização por AMPK. 

Apesar dos nossos  dados sempre se relacionarem com o aumento ou diminuição da 

fosforilação da subunidade α da AMPK (essencial para a ativação da enzima), já 

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 diferenciação de astrócitos  ativando a via de sinalização da Janus-

cinase (JAK-STAT3), independente dos efeitos sobre a ativação da AMPK. Essa via 

é ativada na tireóide em resposta ao hormônio leptina, que reduz a captação de 

iodeto estimulada por TSH em linhagens de células tireóideas (IZOZAKI et al, 2004; 

OLIVEIRA et al 2007). Ao mesmo tempo, já foi demonstrado que a leptina ativa a 

AMPK em células musculares e inibe essa enzima no hipotálamo, demonstrando 

então que parte do mecanismo de ação desse hormônio é via modulação da 

atividade da AMPK nos diversos tecidos (STEIBERG et al 2009; MINOKOSHI, et al 

2004). Dessa forma é necessária a comprovação do papel da AMPK nas células 

tireóideas através de técnicas como RNA de interferência, bem como da possível 

relação entre as vias de sinalização da leptina e a AMPK no tireócito. 

Diversos estudos na literatura demonstram que uma das etapas mais 

importantes no metabolismo celular, controlada pela AMPK, é a captação 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 captação de glicose possui crescente 



importância no diagnóstico do câncer da tireóide através da técnica de PET-SCAN 

utilizando um análogo da glicose [18]Fluorodeoxiglicose. Já foi demonstrado a 

relação inversa entre a captação de iodeto e glicose, além da correlação positiva 

entre a captação de glicose e a agressividade do câncer da tireóide (BLASER et al 

2006; DIETLEN et al 1997; FINKELSTEIN et al 2007).

Nosso trabalho então demonstrou que o AICAR aumenta de maneira dose e 

tempo dependente a captação de glicose nas células tireóideas. Esse efeito, no 

entanto, não é acompanhado por um aumento na expressão dos transportadores de 

glicose GLUT1 e 4. Esse fato nos leva a postular que a ativação da AMPK induz a 

translocação 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 expressão da proteína AS160, que 

no músculo esquelético é modulada tanto pela AMPK quanto pela insulina, 

controlando a translocação da vesícula de GLUT4 para a membrana. Demonstramos 

pela primeira vez que a proteína AS160 está expressa na célula tireóidea, apesar de 

não parecer sofrer modificação no seu estado fosforilado na presença de AICAR. 

O estudo da captação de glicose na tireóide é dificultado pela expressão 

diferenciada dos membros da família dos transportadores de glicose nos diversos 

modelos experimentais. Dessa forma, a célula PCCL3 expressa GLUT1 e 4 

enquanto a glândula tireóide humana expressa GLUT10, 3 e 4 e os diferentes tipos 

de câncer expressam em sua maioria GLUT1 e 3 (HOSAKA et al 1992; MATSUZU et 

al 2005). Entretanto, a identificação de fatores que controlam a captação de glicose  

independentemente da sinalização do TSH é de fundamental relevância. Além disso, 

a ativação da AMPK no câncer da tireóide poderia levar, pelo menos em parte, ao 

mecanismo pelo qual ocorre inibição da captação de iodeto e aumento na captação 
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de glicose simultaneamente. Ainda que essa hipótese tenha que ser demonstrada, a 

ativação da AMPK já foi demonstrada em diferentes  tipos de câncer como tendo 

efeito supressor da proliferação celular (LUO et al 2010).

Na tentativa de avaliar o possível efeito do AICAR sobre a função tireóidea no 

âmbito fisiológico, injetamos  esse composto na dose de 0.7g/Kg em ratos Wistar 

machos por 4 dias. Apesar de observarmos um não esperado efeito transitório sobre 

a ingestão, não detectamos quaisquer alterações das concentrações séricas  dos  HT 

e do TSH. De fato, se analisarmos somente a inibição da captação de iodeto, devido 

a grande meia vida dos HT no sangue e ao estoque de HT presente no colóide, 

levaria um longo tempo para que as  concentrações séricas dos HT sofressem 

alterações mensuráveis (LARSEN et al 2002). Já foi demonstrado que a 

administração crônica de AICAR leva ao aumento nas concentrações séricas de 

ácidos graxos, diminuição do coeficiente respiratório e melhora na sensibilidade a 

insulina (POLD et al 2005). Entretanto, os efeitos diretos dos ácidos graxos  e da 

glicose sobre a função tireóidea não são conhecidos (MARIASH & OPPENHEIMER, 

1985). Dessa maneira, mais estudos são necessários para a caracterização dos 

efeitos do AICAR sobre a função tireóidea in vivo.



6 - CONCLUSÃO 
 A cinase ativada por AMP (AMPK) está expressa tanto na glândula tireóide de 

ratos quanto na linhagem de células PCCL3.

 Quando ativada farmacologicamente pelo AICAR, a AMPK fica ativada e 

promove uma significativa redução na captação de iodeto, de maneira dose e tempo 

dependente. A inibição farmacológia da AMPK, utilizando-se composto C, não só 

reverte completamente os efeitos do AICAR como aumenta os níveis  de captação de 

iodeto em relação ao grupo controle. 

 A ativação da AMPK por AICAR também promove a redução da captação in 

vivo. Após uma única injeção de AICAR, observou-se diminuição significativa na 

captação de 15 minutos. Isso demonstra que a ativação da AMPK possui relevância 

fisiológica no controle da captação de iodeto na glândula tireóide. 

 O TSH inibe parcialmente a ativação da AMPK na linhagem de células 

PCCL3. Esse efeito é mediado por AMPc e PKA uma vez que foi revertido pela 

presença do inibidor da PKA, H89, e estimulador da adeliato ciclase, forskolina. Essa 

inibição parcial não é mediada pela cinase LKB1, o que sugere que a cinase 

CaMKKβ pode estar envolvida.

 O mecanismo pelo qual a AMPK diminui a captação de iodeto é, pelo menos 

em parte, por induzir a degradação do NIS. Entretanto, esse efeito só foi observado 

após 24h de tratamento com AICAR enquanto que a captação de iodeto já está 

diminuída após 2h de tratamento. Isso sugere que outros mecanismos estão 

envolvidos na diminuição da captação de iodeto promovida pela ativação da AMPK 

na linhagem de células PCCL3.

 A ativação da AMPK por AICAR aumenta de maneira dose e tempo 

dependente a captação de glicose na linhagem de células PCCL3. Apesar disso, não 

observou-se aumento na expressão dos transportadores de glicose GLUT1 e GLUT4 

e nem alterações na expressão da proteína AS160 total e fosforilada, o que sugere 

que a ativação da AMPK controla a translocação desses transportadores para a 

membrana por outros mecanismos.

 A administração crônica de AICAR por 4 dias  em ratos Wistar machos não 

promove alterações séricas nas concentrações de T3, T4 e TSH, bem como da 

massa corporal. 
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Baixar livros de Literatura
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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