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RESUMO

O simportador de sddio e iodo (NIS) é altamente expresso no tecido da tiréide. Uma vez que
a expressao de NIS resulta na acumulagdo de iodeto, a sua expressdo em células tumorais
permite o uso de iodo radioativo (*3!1) no diagnéstico e no tratamento da doenga. No entanto, os
niveis de expresséo de NIS e a absorcao de iodo no carcinoma de tiroide sédo reduzidos quando
comparados ao tecido normal.

Estudos recentes mostraram que, embora desencadeadas por diferentes vias de
sinalizacdo, a estimulacdo da expressao de NIS envolve a inducdo da atividade da cinase
mitogénica p38 pela GTPase RAC1. O nosso grupo também descreveu recentemente a sobre-
expressdo de RAC1b (uma variante hiperativa do RAC1) numa série de carcinomas papilares da
tirdide, associada & mutagdo BRAF V600E. Notavelmente, a presenca da mutacdo BRAF V600E

tem sido igualmente correlacionada a uma diminui¢cdo da expresséo do NIS.

O objetivo do presente estudo foi investigar o papel das GTPases RAC1/1b na modulagéo
da expressdo do NIS e ainda desenvolver um sistema repOrter para estudar e identificar
reguladores pos-traducionais deste simportador.

Utilizando como modelo experimental uma linha celular de tir6ide normal, os resultados
obtidos suportam um papel da sinalizacdo RAC1/1b na regulacéo da expressédo do NIS. RAC1b
demonstrou ter um papel na inibicdo dos niveis de expressado do simportador, enquanto RAC1
demonstrou poder ter um papel na estimulagdo dos mesmos, ao reduzir a expressao do NIS

apos a sua inibicdo e ao induzir a ativacéo da cinase mitogénica p38.

Este estudo suporta um efeito da sinalizagdo RAC1/1b na regulagédo da expresséo de NIS.
A identificac@o de novos moduladores dos niveis funcionais deste simportador sera de extrema
relevancia para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas co-adjuvantes ao 13! que

permitam um aumento da eficiéncia na captacéo de iodo por parte das células tumorais.

Palavras-Chave: Simportador de sodio e iodo; RAC1; RAC1b; p38; lodo radioativo; Tirdide






ABSTRACT

The sodium iodide symporter (NIS) is highly expressed in thyroid tissue. Since the
expression of NIS results in the accumulation of iodide, its expression in tumor cells allows the
use of radioactive iodine (1311) as a diagnostic and therapeutic tool.

Recent studies showed that, although triggered by different intracellular signaling pathways,
stimulation of NIS expression involves the induction of the p38 mitogenic kinase activity by the
GTPase RACL. Our group has recently described the overexpression of the RAC1b protein (a
hyperactive variant of RAC1) in a number of papillary thyroid carcinomas with unfavorable
outcome, carrying the activating mutation V60OE in the mitogenic kinase BRAF. Notably, the

presence of BRAF V600E mutation has been associated with downregulation of NIS.

The aim of the present study was to investigate the role of RAC1/1b GTPases in modulating
the expression of the symporter and also to develop a reporter system to study and identify post-
translational regulators of this symporter.

Using a normal thyroid cell line, the results obtained support a role for RAC1/1b signaling in
the regulation of NIS expression. RAC1b was shown to play a role in inhibiting the expression
levels of the symporter, whereas RAC1 seems to exert the opposite effect, since inhibition of
endogenous RACL1 decreases the expression of NIS and it overexpression induces the activation
of mitogenic p38 kinase.

This study supports a role for RAC1/1b signaling in the regulation of NIS expression. The
identification of new modulators of the functional levels of this symporter will be extremely relevant
for the development of therapeutic strategies that allow an increase in the efficiency in 131 uptake
by tumor cells.

Key words: Sodium iodide symporter; RAC1; RAC1b; p38; Radioactive iodine; Thyroid
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l. INTRODUCAO

1. Ocancro

O cancro é uma doenca complexa que pode ter origem em virtualmente qualquer tipo
celular, resultante do crescimento celular anormal e envolvendo inimeras mudancas na fisiologia
celular (Seyfried & Shelton, 2010; Cooper, 2000). Desde ha muitos anos que se tenta encontrar
uma explicacédo para o processo hiolégico pelo qual as células normais séo transformadas em
células malignas, mas a longa e frustrante pesquisa sobre o cancro pareceu fornecer pouco
sobre o0 assunto nas primeiras décadas do século XX (Klausner, 2002; Macconaill & Garraway,
2010). No entanto, nos ultimos anos, varios avangos cientificos ocorreram na area da
investigacdo do cancro, permitindo que a comunidade cientifica compreendesse melhor os
mecanismos bioldgicos envolvidos na génese dos tumores — tumorigénese (Sahai & Marshall,
2002).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude, em 2012, cerca de 8.2 milhdes
de pessoas morreram de cancro em todo o mundo, sendo esta uma das principais causas de

morte.

ApOs um quarto de século de avancos rapidos, a pesquisa do cancro gerou um vasto
conhecimento, revelando a transformacéo maligna como um processo que envolve mudancas
dindmicas no genoma. Estas tém por base altera¢cdes que por um lado produzem oncogenes
com ganho dominante de fungéo e, por outro lado levam a perda recessiva de fungéo de genes

supressores de tumores (Hanahan & Weinberg, 2000).

A aquisicao do fenétipo maligno por parte de uma célula normal € um processo complexo
que se desenvolve em vérias etapas. Para a maioria dos tumores humanos, ha um intervalo de
cerca de 20 anos entre a exposicao ao agente carcinogénico e a detecao clinica do tumor (Loeb,
Loeb & Anderson, 2003). Durante esse periodo, as células cancerigenas adquirem a capacidade
de se dividir desreguladamente, invadir e metastatizar. MutacBes em genes de estabilidade
genética, tais como genes de reparagdo de DNA, podem levar a instabilidade genética, iniciando
uma série de alteragées no genoma da célula que acabam por estabelecer o fen6tipo maligno
(Ashkenazi, Gentry, & Jackson, 2008; Loeb et al., 2003).

Atualmente, sédo dez as principais caracteristicas do cancro universalmente reconhecidas:
imortalidade replicativa, capacidade de contrariar estimulos supressores de crescimento,
capacidade de resistir a apoptose, capacidade de ativar a invasao e a metastizagéo, capacidade
de estimular a angiogénese, capacidade de sustentar a sinalizacao proliferativa, reprogramar o
metabolismo energético e a capacidade de evasao ao sistema imunitario. Subjacente a estas
caracteristicas estdo ainda a instabilidade no genoma e a inflamacé&o que promovem a aquisicédo
das alteragGes genéticas causadoras do fenétipo maligno (Figura I.1.) (Hanahan & Weinberg,
2011; Serpa & Dias, 2011; Wang et al., 2017).
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Figura l.1. O microambiente tumoral e caracteristicas do cancro.
Adaptado de Hanahan & Weinberg (2011).

Na realidade, as células tumorais tém um metabolismo alterado em relacdo as células
normais, gerando um “microambiente tumoral” (Serpa & Dias, 2011; Wang et al., 2017). O
aumento do potencial proliferativo das células tumorais requer taxas mais altas de reacdes
metabdlicas para obter nutrientes, energia e atividade biossintética. Este fen6tipo permite que as
células tumorais tenham uma taxa de glicélise aumentada (conversao de glicose em piruvato),

seja em condi¢des aerdbicas ou anaerdbicas (Tennant, Durdn, Boulahbel, & Gottlieb, 2009).

Ao longo da progressédo tumoral, ocorre diversificacdo e evolugdo genética. Esta situacao
deve-se em parte aos niveis de replicacdo desregulados de DNA. Outros mecanismos que
contribuem para a diversificacdo dos clones malignos incluem o tecido e gendtipo da célula em
que o processo de transformacao € iniciado, a idade do individuo e numerosos fatores ambientais
(Balani, Nguyen, & Eaves, 2017; Seyfried & Shelton, 2010).

N&o ha duvida de que a tumorigénese é um processo dindmico que depende de um grande
namero de variaveis e é regulado em mudltiplas escalas. Ver o cancro como um sistema que é
dinamicamente complexo pode ajudar a esclarecer conceitos, iniciar experiéncias alternativas,
interpretar dados e categorizar o conhecimento adquirido com base nas semelhancas e/ou

comportamentos compartilhados por diferentes tipos tumorais (Grizzi et al., 2006).



2. Glandula da Tirdide

A glandula da tiréide faz parte do sistema endécrino e é um 6rgdo altamente vascularizado

em forma de borboleta, constituido por dois I6bulos, posicionados em ambos os lados da
tragueia, ligados por uma estreita ponte de tecido tiroideu denominada istmo. A tir6ide é uma das
maiores glandulas enddcrinas do corpo tendo um peso de aproximadamente 15 a 25 g, apesar
de o seu tamanho e aparéncia variar consoante a atividade funcional, género, estado hormonal
e consumo de iodo (Muro-Cacho & Ku, 2000; Nussey & Whitehead, 2001).

Ao contrario das restantes glandulas endocrinas que armazenam pequenas quantidades de
hormonas nos compartimentos intracelulares, a tiride possui a capacidade de armazenar
grandes quantidades de hormonas sob a forma inativa, dentro dos compartimentos

extracelulares (no centro dos foliculos) (Ellis, 2003).

Esta glandula é composta por dois tipos de células distintos (Seeley, Stephens & Tate, 2003)
produtoras de hormonas (Figura 1.2.): as células parafoliculares ou células C, produtoras de
calcitonina, fundamental na regulacdo do calcio, e as células foliculares, produtoras das
principais hormonas da tirGide, triiodotironina (T3) e tetraiodotironina ou tiroxina (T4), essenciais
para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia dos vertebrados. Estas Gltimas também

sédo responsaveis pela absorcao de iodo (Lopes et al., 2012).

Células Foliculo tiroideu —s

- (b
A "9(‘ —_ Células "
) foliculares S—t

Célula
parafolicular

Figura 1.2. Histologia da glandula da tir6ide. Adaptado de Seeley et al. (2003).

A produgéo das hormonas T3 e T4 nas células foliculares e posterior libertagdo na circulagao
sistémica, em resposta a hormona estimulante da tiréide (TSH — Thyroid Stimulating Hormone),
requer a integridade de um complexo sistema proteico e diversos passos sequenciais (Filetti et
al., 1999a; Pinto, Areas, Marialva, & Cardoso, 2010).

Tendo em conta a estrutura quimica das hormonas tiroideias T3 e T4 (3 atomos e 4 atomos
de iodo, respetivamente), € indispenséavel a presenca de iodo no organismo, principalmente na

tiréide, para a sua sintese nas células foliculares. Inicialmente, os ides iodeto (1Y) sdo captados



pelo simportador de sodio e iodo (NIS). Simultaneamente da-se a secrecao da molécula
percursora de hormonas da tiréide, a tiroglobulina (Tg) por exocitose para o limen do tecido
tiroideu, onde ocorre a sintese das hormonas. Seguidamente, na presenca de tiroperoxidase
(TPO) e peréxido de hidrogénio, o iodeto é oxidado a iodo e incorporado na Tg (Dohan et al.,
2003; Kogai, Taki, & Brent, 2006). Apos este processo, T3 e T4 sdo armazenadas em grandes
quantidades no interior dos foliculos, como componentes da Tg, até ser necessario 0 seu
transporte para as células foliculares, através da fusédo de lisossomas com vesiculas endociticas,
onde a molécula percursora ira sofrer hidrélise e libertar as hormonas da célula (Figura 1.3.)
(Dohén et al., 2003; Pinto et al., 2010).
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Figural.3. Sintese das hormonas T3 e T4 datir6ide. Adaptado de Cohen-lehman,
Dahl, Danzi, & Klein (2009).

2.1. Neoplasias da Tirdide

A glandula da tiréide, semelhante a todos os outros 6rgdos do corpo, esta sujeita a uma
multiplicidade de doencas e sindromes, que provocam o seu mal funcionamento, como por
exemplo a doenca de Graves, o hipertiroidismo, o hipotiroidismo, as tiroidites e as neoplasias
malignas (Muro-Cacho & Ku, 2000).

O cancro da tir6ide é a neoplasia enddcrina mais comum (cerca de 90%), é mais prevalente
no sexo feminino, e apesar da grande maioria dos nédulos da tir6ide serem benignos, surgem
anualmente, em Portugal, cerca de 400 novos casos de cancro da tirdide
(https://advancecare.pt/glossario/cancro-da-tiroide). Embora representando apenas 1% de todas
as patologias oncolégicas registadas no nosso pais, a sua incidéncia tem vindo a aumentar, a
semelhanga de outros paises desenvolvidos, como nos Estados Unidos, onde se estima que

ocorram cerca de 33 550 novos casos por ano (Dotto & Nosé, 2008).



A exposicao a radiacao, a desregulagao hormonal, uma dieta deficiente em iodeto ou outros
fatores ambientais ou genéticos estdo entre os fatores que aumentam a probabilidade do

desenvolvimento das neoplasias da tiroide (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004).

Apesar de tudo, estas neoplasias respondem geralmente bem a terapéutica e estao
associadas a uma taxa elevada de sobrevivéncia. O bom progndstico associado a maior parte
dos carcinomas da tiréide pode ser explicado pela baixa taxa de proliferacao celular, e esta
também provavelmente relacionado com a existéncia de protocolos terapéuticos eficazes
(DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004). A terapia padrao para a maioria dos carcinomas da tiréide
€ a tiroidectomia total. Classicamente, o iodo radioativo (1311) é a terapéutica adjuvante da cirurgia
no contexto de carcinoma diferenciado da tiréide de origem folicular, permitindo a destruicdo de
tecido tiroideu restante, pés tiroidectomia (Soares et al., 2014; Chung, Youn, Kang, Lee, & Kang,
2010; Nguyen et al., 2015). No entanto, existem casos refratarios ao iodo radioativo, muitas vezes
associados a formas avancadas da doenca e intimamente relacionados com a mortalidade nesta
patologia. Estas situacdes colocam problemas préaticos importantes no que respeita a gestao
clinica destes doentes (Arturi et al., 1998; Chung et al., 2010).

As neoplasias da tirdide podem ser subdivididas em diferentes grupos com caracteristicas
notavelmente diferentes. Primeiramente, € possivel distinguir lesdes benignas, designadas por
adenomas (adenomas foliculares da tirdide — AFT), de lesdes malignas, denominadas
carcinomas (CT- carcinomas da tiréide) (Muro-Cacho & Ku, 2000). Existe também uma segunda
divisdo baseada no tipo de células a partir das quais os tumores se desenvolvem: os carcinomas
com origem nas células parafoliculares ou células C, designados carcinomas medulares da
tiréide (CMT), que representam de 3 a 5% dos casos, podendo ser esporadicos (75%) ou com
predisposicdo hereditaria (25%), e os carcinomas com origem nas células foliculares,
denominados carcinomas ndo medulares da tiréide (CNMT), representando 95% dos casos. A
grande maioria dos CNMT séo bem diferenciados e classificados como papilares (carcinomas
papilares da tiréide — CPT) ou foliculares (carcinomas foliculares da tir6ide — CFT). Uma minoria
dos CNMT podem apresentar um fenétipo pouco diferenciado (carcinomas pouco diferenciados
da tiréide — CPDT) ou um fendtipo indiferenciado (carcinomas anaplasicos da tiréide — CAT)
(DelLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004; Muro-Cacho & Ku, 2000; Maciel, 1998).

Tabela I.1. Classificagcdo das neoplasias da tiréide.

Tumores derivados das células Tumores derivados das células
parafoliculares foliculares

Adenoma folicular da tiréide — AFT
Carcinoma papilar da tiréide (= 80%) — CPT
Carcinoma folicular da tiroide (5% - 15%) —
Carcinoma medular da tiréide (3% - 5%) — CFT

CMT Carcinoma pouco diferenciado da tiroide
(<10%) — CPDT
Carcinoma anaplasico da tiréide (<5%) —
ATC




Neste projeto iremo-nos focar nos carcinomas ndo medulares da tirdide (CNMT), derivados
das células foliculares, pois séo aqueles para os quais a terapia com iodo radioativo é aplicavel
devido a capacidade de absorgcdo de iodo por parte destas células, como ja foi referido

anteriormente.

2.1.1.Carcinomas Ndo Medulares da Tirdide

Conforme referido anteriormente, os carcinomas ndo medulares da tir6ide tém origem nas
células foliculares e representam cerca de 95% de todas as neoplasias da tirdide. As lesdes
podem ser agrupadas em concordancia com o grau de diferenciacdo de células foliculares:
carcinomas bem diferenciados, carcinomas pouco diferenciados e carcinomas anaplasicos. O
grupo dos carcinomas bem diferenciados € composto por dois tipos histolégicos diferentes de
tumores: papilares e foliculares (Muro-Cacho & Ku, 2000; Maciel, 1998; DeLellis, Lloyd, Heitz &
Eng, 2004). Normalmente, os tumores com uma menor diferenciagcdo sdo geralmente mais
agressivos e também associados a um mau prognostico. Embora essas patologias possam surgir
de novo, alguns estudos apoiam a hip6tese de que carcinomas bem diferenciados podem dar
origem a formas pouco diferenciadas ou anaplasicas, através de um processo gradual de
desdiferenciacéo (Muro-Cacho & Ku, 2000).

2.1.1.1. Carcinoma Papilar da Tir6ide (CPT)

O CPT é a forma mais comum de carcinoma bem diferenciado da tiréide, representando

cerca de 80% de todos os carcinomas (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004; Aboelnaga & Ahmed,
2015; http://femedicine.medscape.com/article/282276-overview). Esta classe de tumores esta
associada a um bom prognéstico e a taxas de sobrevivéncia a longo prazo elevadas, devido a
uma combinacgédo de tratamento com iodo radioativo e levotiroxina, apds tiroidectomia total. No
entanto, cerca de 10% dos pacientes, com carcinomas em estado avangado possui neoplasias
refratarias e ndo responsivas ao iodo radioativo, o que pode tornar a doenga fatal, evoluindo com

metéastases para outros tecidos (Durante et al., 2006; Kogai & Brent, 2012).

Este carcinoma é mais comum em mulheres e em pacientes jovens, entre os 20 e 50 anos
(DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004). A maioria das lesdes papilares sdo massas firmes com
dimensdes que variam de menos de 1 mm a Vvarios centimetros. As papilas proeminentes sédo
uma caracteristica especifica deste tipo de carcinoma, como o alargamento, a forma oval, o
alongamento e a sobreposicao dos nucleos (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004). Além da forma
classica de CPT, podem ser distinguidas diversas variantes morfoldgicas, com base nos padrdes
de crescimento especifico, tipos de células e altera¢des a nivel do estroma (Muro-Cacho & Ku,
2000).

O CPT é influenciado por fatores ambientais, genéticos e hormonais. Diferentes alteracdes
genéticas, incluindo rearranjos cromossémicos, muitas vezes decorrentes da exposicdo a

radiacdo e mutagBes pontuais nos genes BRAF e RAS da via de sinalizacdo MAPK (Mitogen
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Activated Protein Kinases) tém sido associadas ao desenvolvimento de carcinomas papilares
(DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004).

2.1.1.2. Carcinoma Folicular da Tiréide (CFT)

O CFT é o segundo subtipo mais frequente de CNMT e representa aproximadamente 10 a

15% de todos os CT (http://femedicine.medscape.com/article/278488-overview; Muro-Cacho &
Ku, 2000). Forma nédulos solitarios bem delimitados e encapsulados, sendo microscopicamente
semelhantes aos adenomas foliculares (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004). O grau de invasao
da capsula e dos vasos sanguineos (crescimento infiltrativo) € uma caracteristica distintiva entre

os carcinomas foliculares e adenomas foliculares (Maciel, 1998).

Tal como os CPT, os carcinomas foliculares sdo mais frequentes nas mulheres do que nos
homens e também podem ser divididos em diferentes variantes. Em regifes ndo deficientes em
iodo, o carcinoma folicular constitui 5 a 15% de todas as malignidades da tirdide. Em regides
deficientes em iodo, no entanto, a incidéncia relativa atinge 30 a 40% de todos os CT. Do ponto
de vista morfolégico e prognéstico, o carcinoma folicular é dividido em duas categorias principais
com base no grau de invasdo: minimamente invasivo e amplamente invasivo (Muro-Cacho & Ku,
2000). Considerado mais agressivo que o carcinoma papilar, o carcinoma folicular tende a
disseminar-se através da corrente sanguinea, originando metastases em diferentes zonas do
organismo. O tratamento do CFT, a semelhanca do CPT passa pela remocado da tiréide e a
subsequente destruicdo do tecido tiroideu remanescente, incluindo as metastases, com iodo
radioativo (Aboelnaga & Ahmed, 2015).

As muta¢des genéticas mais comuns associadas a CFT (70-75% dos casos) sdo mutacdes
pontuais no gene RAS (H-RAS, K-RAS e N-RAS), presente na via MAPK, e rearranjos PAX8/
PPARYy (Nikiforov & Nikiforova, 2011).

2.1.1.3. Carcinoma Pouco Diferenciado da Tiréide (CPDT)

O carcinoma pouco diferenciado da tiréide € uma forma rara que representa menos de 10%
de todos os CNMT. E uma neoplasia originada a partir de células foliculares, que representa um
comportamento morfolégico e bioldgico intermédio entre carcinomas da tiréide bem diferenciados

e carcinomas anaplasicos da tirdide (Muro-Cacho & Ku, 2000).

Os carcinomas da tiréide sdo considerados pouco diferenciados quando comecam a perder
as funcdes de captacdo de iodeto e a dependéncia de TSH para o crescimento e producédo de
proteinas especificas da tirdide, como o NIS e a Tg (Graf, 2005).Como referido anteriormente,
os tumores com uma menor diferenciacéo sédo geralmente mais agressivos e também associados
a um mau prognéstico. As taxas de sobrevivéncia deste tipo de carcinomas séo baixas, devido

a ocorréncia frequente de metastases (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004; Soares et al., 2011) .



Estudos documentaram as muta¢des no gene RAS e no gene supressor de tumores p53
como as alteragdes genéticas mais frequentes nos CPDT. A mutagdo no gene BRAF também
esta presente em alguns casos, apoiando a hipétese de uma transicdo de carcinomas bem
diferenciados para carcinomas pouco diferenciados (Kondo, Ezzat & Asa, 2006).

2.1.1.4. Carcinoma Anaplasico / Indeferenciado da Tiréide (CAT)

O carcinoma anaplasico é um tumor altamente maligno composto por células parcialmente
ou totalmente indiferenciadas. Este tipo de leséo representa menos de 5% de todos os casos de
CNMT, sendo a forma menos comum (Muro-Cacho & Ku, 2000; DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng,
2004 ). Os CAT sao altamente agressivos e letais na maioria dos casos, apresentando uma taxa
de sobrevivéncia muito baixa — o0 tempo de sobrevivéncia mais longo é cerca de 2.5 anos (Muro-
Cacho & Ku, 2000). E caracteristicamente um tumor com prevaléncia em individuos com idade
média no momento do diagnéstico inicial de 60 a 65 anos, havendo uma maior frequéncia em
mulheres (Muro-Cacho & Ku, 2000; Kondo, Ezzat & Asa, 2006). As mutacdes no gene supressor
de tumores p53 sd@o conhecidas como 0s eventos genéticos mais comuns neste tipo de
carcinomas (Soares et al., 2011; (Muro-Cacho & Ku, 2000; Kondo, Ezzat & Asa, 2006).

3. Simportador de Sédio e lodo (NIS)

A capacidade de absorcao de iodeto pelas células da tiréide é conhecida ha mais de um

século, quando o iodo foi utilizado para prevenir e tratar casos de bdcio, que ocorriam em regides
carentes em iodo (Darrouzet et al., 2014; Wartofsky & Nostrand, 2006). No entanto, a identidade
molecular do transportador de iodeto foi determinada apenas em 1996, primeiramente em ratos
e, posteriormente, nos humanos, murganhos e porcos. A proteina foi designada por simportador
de sddio e iodo (NIS) (Darrouzet et al., 2014; Dai, Levy & Carrasco, 1996).

O simportador de sédio e iodo, também designado por NIS ou SLC5A5 (transportador de
solutos familia 5, membro 5 - solute carrier family 5, member 5), esta codificado no gene SLC5A5
e é uma glicoproteina responsavel pela absor¢cédo de iodo nas células foliculares da tiroide,
fundamental para a biossintese de hormonas tiroideias (Darrouzet et al., 2014; Kogai & Brent,
2012; Kogai et al., 2012).

Apesar de a tiréide ser o principal 6rgao que expressa NIS, a expressao deste simportador
esta igualmente presente noutros tecidos, embora em niveis menos elevados. Sdo exemplos
disso as glandulas mamarias lactante, a glandula salivar, a mucosa géastrica e o rim (Darrouzet
et al., 2014; Dohén et al., 2003).

Uma vez que o NIS permite a acumulacéo de iodo nas células, a sua expressao em células
cancerigenas possibilita a aplicacdo diagnéstica e terapéutica de substratos radioativos de NIS,
como o 3 (Darrouzet et al., 2014; Kogai & Brent, 2012; Wapnir et al., 2004).



3.1. Caracterizacdo Biogquimica e Funcional

NIS é uma glicoproteina intrinseca da membrana plasmatica com 13 dominios
transmembranares, com o terminal COOH intracelular e o terminal NHz extracelular (Figura 1.4.)
(Vieja, Dohan, Levy & Carrasco, 2000).
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Figura 1.4. Modelo esquemético da estrutura secundéaria de NIS.
Adaptado de Vieja, Dohan, Levy & Carrasco (2000).

O gene SLC5AS est4 localizado no cromossoma 19p12-13.2 e codifica uma glicoproteina
de 643 aminoacidos, com um peso molecular variavel entre 70 a 90 kDa, devido a modifica¢des

pos-traducionais como glicosilacdo (Darrouzet et al., 2014; Dohan et al., 2003).

A proteina NIS é considerada uma glicoproteina porque possui 3 potenciais locais de
glicosilacdo (as asparaginas nas posi¢des 225, 485 e 497) (Darrouzet et al., 2014; Dohén et al.,
2003). Para elucidar a biogénese do NIS, Levy e seus colaboradores (1997) realizaram
experiéncias na linha celular FRTL-5, derivada de células de tir6ide normal de rato, fazendo
marcacgdo da sintese proteica com 3°S metionina/cisteina seguida de imunoprecipitagdo com o
anticorpo anti-NIS. Os resultados demonstraram que o NIS € inicialmente sintetizado como uma
proteina percursora que posteriormente sofre glicosilagdo no reticulo endoplasmatico. A proteina
vai lentamente adquirindo a sua forma matura e, 12 horas apds a glicosilagdo, pode-se verificar
o transporte ativo de I, indicando que o NIS atingiu a forma funcional e estd inserido na
membrana plasmética dos tireécitos (células epiteliais foliculares secretoras) (Dohan et al.,
2003). No entanto, experiéncias em que foram induzidas alteracdes na sequéncia nativa do NIS
com o objetivo de abolir ou de apenas permitir a glicolisacdo parcial deste simportador,
mostraram que a meia-vida da proteina ndo glicosilada € semelhante a do NIS selvagem,
indicando que a funcdo e a estabilidade do NIS estdo preservadas, tanto na proteina
parcialmente glicosilada quanto naquela em que a glicosilagcao esta ausente (Levy et al., 1998;
Pinto et al., 2010).



Para que o transporte de iodo ocorra é necessario que o NIS seja expresso, migre e se

localize na membrana plasmatica (Dohan & Carrasco, 2003).

Os tireécitos sdo capazes de captar iodeto do plasma, através da sua membrana
basolateral, contra o gradiente eletroquimico. O interior das células foliculares mantém um
potencial elétrico negativo e uma concentracdo de iodeto maior do que no meio extracelular. A
captacao de iodeto pela tirdide mediada pelo NIS, somente é possivel, gragas a um transporte
ativo secundario, que ocorre a favor do gradiente eletroquimico de sodio Na* gerado pela bomba
Na*/K* ATPase. Como o interior da célula mantém um potencial elétrico negativo, o iodeto é
transportado para dentro da célula contra este
potencial eletronegativo, mas a favor do gradiente
eletroguimico gerado pelo Na*. Portanto, a atividade
do NIS estéa intimamente relacionada a bomba Na*/K*
ATPase (Figura 1.5.) (Darrouzet et al., 2014; Dohan
et al., 2003; Vaisman, Rosenthal, & Carvalho, 2004).

A estequiometria do co-transporte realizado pelo
NIS é de 2 Na*:1 I-. O NIS transporta um i&o iodeto (I-
) juntamente com dois ides sédio (Na*). O transporte
de iodeto é estimulado pela hormona estimulante da
tiréide (TSH) (Ahn, 2012; Darrouzet et al., 2014;

Kogai et al., 2006). No interior da célula, o iodeto

Figura 1.5. Captacdo de iodo pelo
difunde-se, e entra no processo de biossintese das simportador de sédio/iodo. Adaptado de

Ahn (2012).

hormonas da tir6ide T3 e T4, como referido no ponto
2. “Glandula da Tiréide”.

3.2. Regulacao
Atualmente sabe-se que existem varios mecanismos que sdo capazes de regular a

expressao, a localizacéo subcelular e a atividade do NIS na captacéo de iodeto.

A captacao de I pelo NIS é numa primeira instancia regulada pela prépria concentracéo de
I no interior das células foliculares, que tem um efeito inibitdrio sobre a funcédo de NIS, prevenindo
disfuncdes na tirdide (Wolff et al., 1949).

Existem, no entanto, uma série de outros mecanismos que atuam na expressao funcional

deste simportador.

A fosforilacdo do NIS nos terminais COOH dos residuos de serina e interag8es proteina-
proteina, entre o NIS e outras proteinas de membrana, séo outros mecanismos potencialmente

envolvidos na regulacéo do transporte do simportador de sédio/iodo (Pinto et al., 2010).
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Na tiréide, a TSH é a principal hormona reguladorada atividade e da expresséo do NIS. No
entanto, em tecidos extratiroideus que expressam NIS, a TSH ndo tem efeito sobre a captacdo
de I-(Pinto et al., 2010).

A TSH é uma glicoproteina de aproximadamente 30 kDa, sintetizada na hipéfise anterior e
€ a principal reguladora da funcao hormonal da tirdide. A hormona estimulante da tirdide regula
a captacéo de iodo via AMPc (monofosfato ciclico de adenosina) de duas formas: 1) através do
aumento na transcricdo do NIS — estudos demonstraram que a estimulacdo com TSH aumenta
a expressdo de mRNA de NIS, tanto em tiredcitos humanos, como nas linhas celulares de
tiredcitos de rato PCCL3 e FRTL-5 (Filetti et al., 1999; Kogai et al., 1997; Trapasso et al., 1999);
2) através da inducdo na atividade de NIS — estudos demonstram que apos privagdo de TSH ha
diminuicdo da proteina NIS na membrana plasmética, permanecendo esta preferencialmente no
citoplasma, num estado néo funcional (Filetti et al., 1999; Riedel, Levy, & Carrasco, 2001). Estes
resultados sugerem que a TSH interfere na expresséo de NIS tanto a nivel transcricional como

a nivel pés-traducional.

Também foi demonstrado o papel de diversas vias de sinalizacdo na modulacdo da
expressdo do NIS. Dois exemplos classicos séo as vias PI3BK-AKT-MTOR e MAPK, implicadas
na regulacdo negativa da expressdo do simportador (ver adiante). Mutacdes ativadoras nos
componentes destas vias que levam a ativagcao constitutiva das mesmas sao frequentes nos
carcinomas da tir6ide de origem folicular, podendo isto contribuir para os baixos niveis de
expressado de NIS observada nos carcinomas relativamente ao tecido normal (Kleiman et al.,
2013; Kogai et al., 2008).

3.2.1.Requlacdo Transcricional

A regulacgdo transcricional da expressé@o de NIS é complexa e envolve diferentes regides
reguladoras. A nivel da transcri¢do, a TSH é a principal reguladora da fungdo hormonal tiroideia,
através do AMPc. Primeiramente a TSH liga-se aos seus recetores, associados as proteinas G
e, de seguida induz a ativacdo da enzima adenilato ciclase, aumentando os niveis intracelulares
de AMPc. Por sua vez, pode ocorrer a ativagcdo do fator de transcricdo CREB (CAMP Response
Element-Binding protein) que se ligara ao CRE (cAMP Response Elements). No entanto, esta
situacdo pode ndo ocorrer e, em vez disso, 0 aumento de AMPc pode ser seguido pela ativagédo
da cinase PKA (Protein Kinase A) levando a ativacdo do fator de transcricdo Pax8 (Paired Box
Gene 8) apos fosforilagdo do AMPc (Dohan et al., 2003; Kogai & Brent, 2012).

CREB e Pax8 ligam-se ao enhancer NUE (NIS Upstream Enhancer) influenciando a sua
atividade, que é essencial para iniciar a transcricdo de NIS. NUE est4 localizado, no genoma
humano, 9242 a 9300 pares de bases a montante do coddo de iniciacdo ATG e a sua sequéncia

€ conservada em varias espécies (Kogai & Brent, 2012; Kogai et al., 2006).

Pax8 é um fator de transcricdo chave para o desenvolvimento e diferenciagdo da tiréide. A

transcricdo de genes envolvidos no desenvolvimento e na fungdo celular da tiréide, incluindo
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TSHr (TSH receptor), Tg, TPO e NIS, depende da atividade de Pax8 (Matsuo et al., 2004). A
ligagdo do Pax8 ao NUE, em resposta a estimulagéo do TSH, é o principal requisito para ativagao
significativa de NUE (Kogai & Brent, 2012). Por outro lado, estudos recentes demonstram a
regulacao de NUE nas células da tirdide por mecanismos independentes de TSH que afetam a
ligacdo Pax8 a NUE, como por exemplo o proto-oncogene PTTG1 (Pituitary Tumor-Transforming

Gene-1), que regula negativamente NUE (Kogai & Brent, 2012).

Como ja foi dito anteriormente, existem diversas vias de sinalizacdo capazes de reduzir a
expressédo do NIS. Em varios tipos de células, a estimulacao do PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)
resulta na ativacéo a jusante de MTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin), uma proteina cinase

serina-treonina, que é um regulador critico do metabolismo celular, crescimento e proliferacéo.

A via PI3K/MTOR pode ser ativada em resposta a diferentes estimulos, contrariando o efeito
estimulatério na expressdo do NIS induzido pela TSH (Garcia & Santisteban, 2002; Kogai et al.,
2008). A insulina, tal como o fator de crescimento IGF-1 (Insulin Growth Factor 1), mediados pela
via PI3K, diminuem significativamente a expressédo de NIS (Garcia & Santisteban, 2002; Kogai
et al., 2008). Foi igualmente observado que o tratamento das células com o inibidor especifico
de PI3K, LY294002, leva ao aumento da expresséao funcional do NIS tanto na linha celular FRTL-
5, aumentando a captagdo de iodeto (Garcia & Santisteban, 2002; Kogai et al., 2008), como em
linhas celulares de carcinoma papilar da tiréide (Souza et al., 2010). Por sua vez, PI3K ativa
também, a jusante, o efetor AKT. A utilizacdo de um inibidor seletivo de AKT aumentou
modestamente a expressdo de mRNA de NIS em células FRTL-5 na presenca de TSH, mas nédo
aumentou significativamente a captacao de iodeto, ao contrario da situacéo anterior (Kogai et al.,
2008). Foi também demonstrado que a ativacdo de MTOR esta envolvida na regulacdo da
proliferacéo de tiredcitos pela TSH e a sua inibicdo através de rapamicina aumenta a absorcao
de iodeto na linha celular PCCL3 estimulada por TSH (Souza et al., 2010).

Altera¢Bes na ativacao da via canénica RAS/RAF/MEK/ERK, da via de sinalizagdo MAPK,
sédo consideradas como tendo um papel fundamental na carcinogénese da tiréide (Bhajee &
Nikiforov, 2011). BRAF é uma cinase serina/treonina da familia de proteinas RAF e é considerada
um forte ativador da via MAPK (envolvido na regulacao de varias respostas celulares). A mutagéo
BRAF V600E (substituicdo de uma valina por um &cido glutdmico na posi¢édo 600) é a alteracédo
genética mais frequente em carcinomas papilares da tirdide. Esta mutagdo é responsavel por
ativar constitutivamente a cinase BRAF, que induz uma estimulacéo prolongada da via MAPK,
resultando num aumento da proliferacéo celular e diminuicdo da apoptose (Davies et al., 2002).
Numerosos estudos reportam a associacao entre a presenca da mutacdo BRAF V600E e uma
diminuicdo ou perda de expressao de NIS (Riesco-Eizaguirre et al., 2009; Zhang et al., 2014). A
mutacao em BRAF induz a secrecao do fator de crescimento TGF-B (Transforming Growth Factor
Beta) nas células dos carcinomas da tiréide, estando associado a invaséo tumoral, a estimulacéo
da mobilidade celular e a supresséo da expressao de NIS, ndo permitindo que este se localize
na membrana das células tiroideias, reduzindo significativamente a absorcdo de iodeto,

influenciado pela diminuicdo da expressédo do fator transcricional Pax8 (Costamagna, Garcia &
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Santisteban, 2004; Kogai & Brent, 2012; Kogai et al., 2008; Riesco-Eizaguirre et al., 2009). Foi
igualmente demonstrado, através de ensaios in vitro, que inibicdo da via MAPK ou o
silenciamento de expressdo BRAF V600E podia restaurar uma expressao de NIS em linhas
celulares da tirdide (Kleiman et al., 2013). Esta descoberta teve implicagGes terapéuticas
importantes por possibilitar a manipulacao da via MAPK visando a restauracéo da expressao de
NIS e a capacidade de captacdo de 31| em tumores refratarios. Um ensaio clinico recente veio
reforcar esta hipétese, tendo-se demonstrado que a utilizacédo de Selumetinib (um inibidor da via
de MAPK) como co-adjuvante na terapéutica com 13|, produziu um aumento clinicamente
significativo na captagédo e retengao de iodo num subgrupo de doentes com carcinoma da tiréide

metastatico, refratario ao iodo radioativo (Ho et al., 2013).

Se por um lado as vias PI3BK/MTOR e MAPK estéo envolvidas na reducéo da expressao
funcional do NIS, por outro lado, a via RAC1/p38 parece estar envolvida na sua estimulagéo
(Kogai & Brent, 2012; Kogai et al.,, 2012; Pomerance et al., 2000). Este tema encontra-se

desenvolvido adiante no ponto 6. “Relagdo NIS e RAC1/1b”.

3.2.2.Requlacdo Pds-Traducional

A funcéo celular do NIS na captacdo de iodeto depende da sua correta localizacdo a
superficie celular, na membrana basolateral (Darrouzet et al., 2014). Os mecanismos de
regulacéo pos-traducionais, especialmente o transporte do NIS para a membrana, sdo de grande
relevancia na funcionalidade do NIS e, por isso, propostos como potenciais alvos de intervengéo

terapéutica para aumentar a absorgdo de iodo em células cancerigenas (Kogai & Brent, 2012).

A expressédo diminuida de mRNA de NIS nalguns tecidos de carcinomas diferenciados da
tirdide, sugerem uma falha ao nivel da regulagdo transcricional do NIS. No entanto, varios
estudos relatam a expressdo abundante de NIS em carcinomas diferenciados da tiréide (Dohan
et al, 2003), sendo que essa mesma expressdo parece ser predominantemente
intracitoplasmatica e escassa na membrana celular. Assim, uma falha na translocacao do NIS
para a superficie da membrana celular foi proposto como um dos mecanismos responsaveis pela

deficiente acumulacgédo de iodo nos carcinomas (Kogai & Brent, 2012).

A fosforilagdo, um mecanismo celular comum na modulacdo da atividade, localizagcéo
subcelular e degradacédo de diferentes proteinas, foi recentemente relatado como um mecanismo
pos-traducional regulador da atividade de varios transportadores. O NIS contém varios residuos
de serina que constituem potenciais locais de fosforilagdo, como foi referido anteriormente.
Assim, sugere-se que a fosforilagdo seja um importante fator envolvido na regulagao ao nivel
traducional do NIS (Dohén et al., 2003).

O NIS contém varios padrdes proteicos na regido C-terminal que, em outras proteinas de
membrana, estdo envolvidos na direcdo, retengcdo e endocitose da membrana plasmatica,
tornando-se assim potenciais reguladores (Dohan et al.,, 2003). Um desses exemplos € a

sequéncia PDZ, implicada na interacao proteina-proteina, através do reconhecimento do mesmo
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dominio presente noutras proteinas, impedindo a sua internalizagdo na superficie das células
epiteliais polarizadas. O NIS apresenta ainda um motivo dileucina, o qual interage com a proteina
clatrina, permitindo a incorporacao seletiva de proteinas integrais de membrana em vesiculas
revestidas que as transportam para diferentes destinos dentro da célula. (Ahn, 2012; Dohan et
al., 2003; Pinto et al., 2010).

Apesar de vérios estudos demonstrarem que o estado de glicosilacdo néo interfere na
funcdo e na estabilidade do NIS na tiréide, 0 mesmo ndo acontece nos tecidos extratiroideus.
Estudos relatam que PI3K leva ao aumento das formas nao glicosiladas de NIS podendo assim
regular a translocacéo de NIS, através da modulacao do seu estado de glicosilacao, em células
de carcinoma da mama. A aboli¢édo dos locais de glicosilagcao do NIS leva a reducéo da absorcao
de iodeto, provavelmente devido a reducado da expresséo de NIS ha membrana celular (Kogai &
Brent, 2012; Pinto et al., 2010).

PBF (PTTG binding factor), um dos reguladores de NUE, também foi caracterizado como
uma proteina que interage com o NIS no citoplasma (Smith et al.,, 2009). Smith e seus
colaboradores demonstraram que a expressdo exégena de PBF reduz significativamente a
absorcao de iodeto e a expressdo de NIS na superficie celular, sugerindo ser um regulador do

transporte do NIS para a membrana.

Para além da sua fun¢&o na regulacao transcricional, a TSH parece ter um papel chave na
regulacdo da absorcdo de iodo ao nivel traducional, nas células normais da tirdide. Estudos
recentes demonstram que, se a TSH estiver ausente, o NIS pode ser reconduzido da membrana
basolateral da célula para o citoplasma onde deixa de ser funcional, com consequente reducéo
de absorcéo de iodeto (Kogai & Brent, 2012; Riedel et al., 2001).

Os mecanismos subjacentes a falha na correta localizacdo membranar do NIS em células
de carcinoma da tir6ide permanece por esclarecer. Portanto, torna-se de extrema importancia o
desenvolvimento de sistemas repérter para estudos pos-traducionais, com o objetivo de se
superar as limitag8es técnicas na detecdo de NIS devidas a sua expressdo ser essencialmente
baixa nos carcinomas da tiréide e tornar a detecdo e localizacdo subcelular do NIS sensivel e

especifica.

4. Superfamilia Ras de GTPases de baixo peso molecular

A superfamilia Ras €& uma superfamilia proteica de guanosina trifosfato hidrolases
(GTPases) de baixo peso molecular, que contém mais de 150 elementos. Com base na estrutura,
sequéncia e fun¢éo, a superfamilia Ras é dividida em cinco principais familias: Ras, Rho, Rab,
Ran e Arf (Wennerberg, Rossman, & Der, 2005).

A familia Ras estd geralmente relacionada com a proliferacdo celular, diferenciagéo,
morfologia e apoptose. A familia Rho estd envolvida em vias de sinalizagdo que regulam a

organizacdo da actina, a progressao do ciclo celular e a expressao genética. A familia Rab é a
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maior familia da superfamilia Ras e estd envolvida no transporte vesicular intracelular e do
trafego de proteinas entre diferentes organelos. A familia Ran tem apenas um membro presente
em todos os eucariotas, exceto nas plantas, sendo o mais abundante na célula, influenciando o
transporte nuclear. Por fim, a familia Arf também esta relacionada com o transporte de vesiculas

(Wennerberg, Rossman & Der, 2005).

No presente trabalho iremos focar-nos essencialmente na subfamilia Rac da familia Rho da
qgual fazem parte as trés subfamilias Rho, Rac e Cdc42 (Wennerberg & Der, 2004; Kawano,

Kaneko-Kawano, & Shimamoto, 2014).

As GTPases de baixo peso molecular compartilham um mecanismo bioguimico comum e
atuam como interruptores moleculares binarios em resposta a uma variedade de estimulos
extracelulares: associam-se ao GDP (Guanosina Difosfato) constituindo o estado inativo, e ao
GTP (Guanosina Trifosfato) constituindo o estado ativo (Fiegen et al., 2004; Wennerberg et al.,
2005).

A interconversado entre os dois estados ocorre através de um ciclo de troca de guanina e
hidrélise de GTP, em que a ligacdo ao GTP induz uma mudanc¢a conformacional que envolve
duas regibes reguladoras importantes, denominadas Switch | e Switch Il. Consequentemente, as
regibes de comutacdo fornecem uma superficie que, no estado ativo, permite a sua interacao
com efetores a jusante (Wennerberg et al., 2005). Este processo ciclico é regulado por varios
grupos de proteinas: Rho-GEFs (guanine exchange factors) que promovem a troca de GDP por
GTP, estimulando a dissociacdo do GDP do complexo; Rho-GAPs (GTPase activating protein —
proteina ativadora de GTPase) que aumentam a hidrélise do GTP dando origem a GDP e a
fosfato inorgénico (PI), regulando a inativacdo das GTPases; e inibidores de dissociacdo do GDP
(GDI), que séo proteinas reguladoras que sequestram Rho GTPases no citoplasma no estado
inativo GDP, impedindo a interagdo com os Rho-GEFs (Figura 1.6.) (Fiegen et al., 2004; Kogai et
al., 2006; Wennerberg et al., 2005).

Sinais Extracelulares

EEE

Inativo

Figura 1.6. Modo de ativacdo das GTPases da familia
Rac. Adaptado de Kawano, Kaneko-Kawano, &
Shimamoto (2014).
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4.1. RAC1
RAC1 é uma proteina da subfamilia de proteinas Rac, da familia Rho, da superfamilia Ras
de GTPases de baixo peso molecular. Esta familia inclui outros membros, tais como os membros

das subfamilias de proteinas Rho e Cdc42, como dito anteriormente.

A familia Rho das GTPases de baixo peso molecular € conhecida por desempenhar um
papel importante em varios processos celulares, nomeadamente na reorganizagdo do
citoesqueleto da actina. Entre os membros mais estudados estdo os membros: Cdc42 que regula
a formagéo de filopédios; RAC1 que esta envolvido na formacao de lamelipédios; e RhoA que
promove a formacao de fibras de actina (Kawano et al., 2014; Matos, Collard, & Jordan, 2003;
Wennerberg & Der, 2004; Wennerberg et al., 2005).

A proteina RAC1 é codificada pelo gene RAC1l e pode existir em dois estados
conformacionais — uma forma inativa ligada a GDP e uma forma ativa ligada a GTP (Matos &
Jordan, 2008), conforme explicado anteriormente. RAC1 tem a capacidade de interagir com
efetores especificos, induzindo a ativagdo de numerosas cascatas de sinalizagdo, com diferentes
resultados fisioldgicos, nomeadamente a alteracdo da dindmica do citoesqueleto, a proliferacéo
celular, apoptose, migracdo e adesdo célula-célula, transporte membranar e producdo de

espécies reativas de oxigénio (Silva, Faria, Capinha & Bugalho, 2016; Wennerberg & Der, 2004).

4.2. RAClb
Em 1999, Jordan e os seus colaboradores documentaram a descoberta de uma nova

variante de splicing de RAC1, denominada RAC1b.

RAC1b resulta de um fendbmeno de splicing alternativo que leva a inclusdo de um exao
adicional (exdo 3b), entre os exfes 3 e 4 (Figura I.7.) de RAC1. Contém 57 nucleétidos
adicionais, que resultam na insercéo de 19 amino&cidos na vizinhan¢a de uma importante regido
reguladora da GTPase, a regido Switch Il (Jordan et al., 1999; Matos & Jordan, 2006; Zhou et
al., 2013).

Gene RAC1

| | | |
, | I i
FUR 4 2 3 4 56 3UR
RAC1
55UTR 1 2 3 4 5 6 3'UTR
RAC1b Transcritos
S’UTR 1 2 3 EIN4 5 6 3’'UTR
' I Proteina RAC1b

aa

Switch | Switch Il

Figura 1.7. Diagrama do gene RACL, transcritos alternativos e proteina
RAC1b. 1, 2, 3, 4, 5, 6 representam exdes; aa.: aminoacidos.
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Raclb é considerada uma variante hiperativa de RAC1: apesar dos niveis mais baixos de
expressdo em comparacdo com RAC1, RAC1b existe predominantemente no estado ativo ligado
a GTP, devido essencialmente a incapacidade para interagir com Rho-GDI, mantendo-se esta
GTPase predominantemente em associagdo com a membrana, o que beneficia a interacdo com
os GEFs e, consequentemente, promove o estado ativo ligado a GTP (Figura 1.8.). Além disso,
comparativamente com RAC1, esta variante demonstrou ter uma sinalizacéo seletiva, uma vez
que varias vias ativadas pelo RAC1 nao sao ativadas pelo RAC1b (Matos, Collard, & Jordan,
2003).

Estimulo RAC1b
extracelular =t
3
—_—

Troca acelerada GDP/GTP

~ Sinalizagdo
Bhe:6DI proliferativae
sobrevivéncia

Diminuig¢do da taxa de hidrélise de GTP Seletive

Figura 1.8. Esquema representativo das principais caracteristicas da GTPase
RAC1b.

5. Relacao NIS e RAC1/1b

Estudos anteriores do nosso grupo revelaram que RAC1b é sobre-expresso em CPTs em

comparacao com o tecido tiroideu normal, encontrando-se associado a uma evolucdo clinica
mais desfavoravel (Silva et al., 2013). Mostrdmos ainda que esta sobre-expressdo esta
significativamente correlacionada com a presenca da mutacdo BRAF V600E, que tem sido, por
sua vez, associada a uma diminuicdo da expressdo de NIS (Riesco-Eizaguirre & Santisteban,
2006).

A correlagéo observada entre RAC1b e BRAF V600E levou-nos a investigar uma potencial
associacdo entre a sobre-expressdo de RAC1lb e os niveis de expressédo de NIS. De facto,
resultados preliminares da nossa equipa de investigacdo apontam para a existéncia de uma
correlagdo inversa entre a sobre-expressdo de RAC1b e os niveis de expressao de NIS numa
série de 64 carcinomas da tir6ide de origem folicular (Figura 1.9.) (Faria et al., 2016).
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Figura 1.9. Niveis de expressao do transcrito NIS

em carcinomas da tiroide de origem folicular, com e

sem sobre-expressdo de RAClb. Os niveis de
u expressdao NIS quantificados por RT-gPCR
correspondem a unidades arbitrarias relativas a uma
amostra de referéncia (n = 64; P = 0.0384, two-tailed
Student’s t-test).
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E de notar que o papel desta subfamilia de GTPases na regulacdo da expresséo do NIS
havia sido documentado recentemente, tendo-se demonstrado que embora desencadeada por
diferentes vias de sinalizacéo intracelular, a estimulacéo da expressao de NIS envolve a inducéo
da atividade da cinase mitogénica p38 pela GTPase RAC1, apds a estimulagdo pela TSH ou
AMPc (Kogai et al., 2006; Kogai et al.,, 2012; Pomerance et al., 2000). Considerando que a
variante RAC1b tem o potencial de poder competir com RAC1, inibindo a sua atividade endégena
em diversas vias de sinalizacao, incluindo a via que leva a ativacdo da cinase p38 (Matos et al.,
2008), podemos colocar a hipétese de que a sobre-expressdo de RAC1b possa ser um dos
mecanismos a contribuir para os baixos niveis de expressdo de NIS observados em alguns

subgrupos de carcinomas, antagonizando o efeito estimulatério descrito para RAC1.

6. Terapias com lodo Radioativo

Os niveis de absorcéo de iodeto dependem diretamente da expresséo funcional de NIS. A
maioria (mais de 70%) dos carcinomas da tir6ide bem diferenciados retém a expressao funcional
de NIS, permitindo o uso de iodo radioativo como terapia adjuvante para eliminar células tumorais
remanescentes e metastases de carcinomas da tiréide (Castro, Bergert, Goellner, Hay, & Morris,
2001; Wapnir et al., 2003). No entanto, os niveis de expresséo de NIS e a absor¢éo de iodo no
carcinoma de tir6ide séo reduzidos quando comparados ao tecido normal. Para além deste facto,
cerca de 10% dos pacientes com cancro avangado perdem a capacidade de responder a terapia
radioativa (Chung et al., 2010), o que reduz a sobrevivéncia em 10 anos, de 60% para apenas
10% (Durante et al., 2006).

O iodo radioativo 3!l pode ser utilizado no diagnéstico e tratamento da doenca metastatica
do cancro da tirdide (Shen, Kloos, Mazzaferri, & Jhiang, 2001), uma vez que células tiroideias
ndo diferenciam o iodo estavel do iodo radioativo, utilizando os mesmos mecanismos de
captacdo e metabolismo intracelular. O iodo radioativo emite radiagcbes de duas maneiras:
radiacdo gama e radiacao beta. A administracdo de 131l ao doente possibilita, através da radiacdo

gama, um mapeamento funcional da tirdide, a detecdo de tumor residual apés a tiroidectomia
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total ou a identificacdo de metastases a distancia. A radiagcdo beta emitida pelo iodo radioativo
sdo particulas que possuem muita energia, que servirdo como pequenas “bombas”, e irdo
acumular-se no tecido da tiréide destruindo as células, servindo assim como método terapéutico
guando aplicado as células cancerigenas. As doses de radiacdo usadas para fins terapéuticos
sdo maiores que as usadas em exames diagnosticos (Sapienza, Endo, Neto, Tavares).

Em condicdes basais, as células do cancro da tirdide captam quantidades reduzidas de iodo
(ou 1)), No entanto quando sujeitas a concentragdes elevadas de TSH, as células malignas da
tir6ide sdo capazes de captar quantidades significativas de 1311 (Chung & Cheon, 2014; Filetti et
al., 1999; Klubo-gwiezdzinska et al., 2012). Esta dose elevada de 31| destréi as células malignas
da tiréide sem lesar os tecidos que as rodeiam. Portanto, para a realizacdo do tratamento com
131] ¢ necessério que previamente a tirdide tenha sido totalmente retirada (Sapienza, Endo, Neto,
Tavares).

A localizagdo do NIS na membrana plasmatica ndo s6 é importante para o transporte de
iodo na glandula da tir6ide, mas também é essencial para a terapia com iodo radioativo. A
diminuicdo da absor¢do de iodo na maioria dos carcinomas da tirdide e os casos refratarios ao
131] colocam problemas praticos importantes, tornando-se clinicamente relevante a identificagao
de mecanismos que permitam a estimulacdo da expressdo funcional de NIS, podendo,
potencialmente, otimizar-se a terapéutica destes doentes.

7. Objetivos do estudo proposto

A possibilidade de identificar mecanismos capazes de estimular a expressao de NIS no
tecido neoplasico de forma a aumentar a incorporagcdo de iodo radioativo e potenciar a sua
eficicia terapéutica, afigura-se de interesse pratico.

Assim, atendendo ao que ja foi exposto 0 nosso projeto ir4 focar-se essencialmente em duas
partes:

1- Investigacdo do impacto das GTPases RAC1/1b nos mecanismos reguladores da

expressédo de NIS. Para tal pretendemos:

e Confirmar através de estudos funcionais numa linha celular de tecido tiroideu normal
os resultados preliminares que apontam para um efeito modulador negativo da sobre-
expressado de RAC1b na expressao NIS;

e Determinar o efeito da sinalizacdo RAC1/1b, na modulacdo da expressdo de NIS, a
nivel transcricional;

e Avaliar o efeito da sinalizacdo RAC1/1b na ativacéo de p38;
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2-

Desenvolvimento de um sistema reporter para estudo da modulagao pos-traducional da

expressdo funcional do NIS.

Proceder-se-a assim a construcdo e validacdo de dois vetores de expressédo
correspondentes a regido codificante do gene NIS contendo marcas peptidicas (CFP e
3xHA) que permitam controlar a sensibilidade e especificidade da dete¢éo e localizagéo
subcelular do NIS, em diferentes sistemas celulares e sob a acdo de diferentes
estimulos regulatérios. A marca CFP permitird detetar a localizagdo subcelular, através
da sua autofluorescéncia, sem recorrer a utilizacdo de anticorpos. A marca HA sera
inserida numa regido extracelular do simportador de modo a permitir a detecéo seletiva

do NIS localizado na superficie celular.
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. MATERIAIS E METODOS

1. Construcdo e clonagem dos vetores de expressdo do gene SLC5A5

Amplificacdo do gene NIS no
vetor peCFP-N1 por PCR

Subclonagem dos produtos de
amplificac&o no vetor TOPO TA

Transformacéo de bactérias
competentes E. coli DH5a

Restricdo enzimatica e Reacéo
de ligacéo

Transformacéo do produto de
ligacdo em bactérias
competentes E. coli DH5a

Sequenciacdo automatica

Amplificacdo do gene NIS no
vetor peCFP-N1 por PCR

Subclonagem dos produtos de
amplificacdo no vetor TOPO TA

Transformacéo de bactérias
competentes E. coli DH5a

Restricao enzimatica e Reacao
de ligacéo

Transformacédo do produto de
ligacdo em bactérias
competentes E. coli DH5a

Sequenciagdo automatica

Transformacao do plasmideo
NIS + 3xHA em bactérias E. coli
DH5a

Restricdo enzimatica e Reacéo
de ligacao

Transformacé&o do produto de
ligacdo em bactérias
competentes E. coli DH5a

Sequencia¢do automatica

Figura 11.10. Esquema representativo do método de construgao e clonagem dos vetores de expressdo do gene SLC5AS.
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1.1. Construto pNIS CFP

Clonagem da regido codificante do NIS no vetor peCFP-N1 (Clontech). Amplificacdo por

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir do vetor pSLC5A5 (obtido comercialmente,
Genscript, contendo a sequéncia codificante do gene SLC5A5 (NIS), Gene ID: 6528) usando
primers com linkers 5 Nhe | (6 — CTAGCTAGCATGGAGGCGGTGGAGACCG) e 3’ Hind Il (&’
— CCCAAGCTTGAGGTTTGTCTCCTGCTGGTC), com temperatura de hibridacédo de 65°C, por
36 ciclos, produzindo produtos de aproximadamente 1900 pb. Os produtos de amplificacao foram
subclonados no vetor TOPO TA, através do kit TOPO TA Cloning pCR 2.1 (Invitrogen), de acordo
com as instrucdes do fabricante, procedendo-se seguidamente a transformacao de bactérias
quimicamente competentes E. coli DH5a (Nzytech), & amplificacdo dos clones positivos
selecionados em minicultura em meio LB liquido, contendo canamicina 1x, e ao isolamento de
DNA plasmidico, recorrendo ao kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) de acordo com as
instrugbes do fabricante. O fragmento Nhe | — Hind Il foi inserido nos locais de restricdo
correspondentes no vetor peCFP-N1 — hidrélise enzimatica seguida de ligacdo usando os
enzimas de restricdo Nhe | (Thermo Fisher Scientific) e Hind Ill (Thermo Fisher Scientific) e T4
DNA ligase (BioLabs). O produto de ligagéo foi usado para transformar bactérias quimicamente
competentes E. coli DH5a (Nzytech). Posteriormente procedeu-se novamente a amplificacéo dos
clones positivos selecionados em minicultura em meio LB liquido, contendo canamicina 1x, e ao
isolamento de DNA plasmidico, conforme anteriormente explicado. A sequéncia do DNA

recombinante obtido foi confirmada por sequenciacdo automatica.

1.2. Construto pNIS HA

Iniciou-se com a producado de uma construcdo intermediaria, semelhante ao ponto anterior,

mas desta vez usando primers com linkers 5 Nhe I (5 -
CTAGCTAGCATGGAGGCGGTGGAGACCG) e 3 Not I (5 -
GCGGCCGCTCAGAGGTTTGTCTCCTGCTGG), com temperatura de hibridacdo de 65°C, por
36 ciclos, de modo a remover a sequéncia codificante CFP. Esta constru¢do, denominada
pNIS_Nhel_Notl, foi entdo utilizada para inserir a marca HA. Procedeu-se a transformacao do
plasmideo NIS + 3xHA, em bactérias E. coli DH5a, seguida da amplificagcao dos clones positivos
selecionados em minicultura em meio LB liquido, contendo ampicilina 1x, e ao isolamento de
DNA plasmidico. A sintese de DNA recombinante contendo a sequéncia correspondente a marca
peptidica flanqueada por locais de restricdo Nhe | e Not | foi encomendada a uma empresa
especializada (Nzytech). O fragmento Nhe | — Not | da regido codificante do NIS no vetor
pNIS_Nhel_Notl foi substituido pelo fragmento Nhe | — Not | contendo a marca 3xHA, através de
restricdo enzimatica, com os enzimas Nhe | (Thermo Fisher Scientific) e Not | (Thermo Fisher
Scientific), seguida de ligagdo, tal como descrito no ponto anterior. ApOs transformacéo,
amplificacdo dos clones recombinantes e isolamento de DNA plasmidico, a sequéncia da

construcédo obtida foi confirmada por sequenciagcao automatica, tal como anteriormente.
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2. Cultura celular

No estudo presente foram utilizadas duas linhas celulares disponiveis comercialmente — a
linha celular PCCL3 (RRID:CVCL_6712) derivada de células de tiréide normal de rato, e a linha
celular HEK293 (ATCC® CRL-1573™) derivadas de células embrionarias de rim humano.

As células foram mantidas a 37°C num ambiente humidificado a 5% de COx. A linha celular
PCCL3 cresceu no meio F12 Coon’s Modification (EuroClone) suplementado com 5% de soro
fetal bovino (FBS) (Gibco), 5 pg/mL de Apo-Transferrina (Apo-T) (SIGMA), 10 pg/mL de insulina
(SIGMA) e 0.1 U/mL de TSH (SIGMA) (meio de manutencéo). Para os ensaios de transfec¢éo
também foram utilizados os meios de privagéo (F12 Coon’s Modification + 0.2% FBS + 2 yg/mL
Apo-T) e de estimulagao (F12 Coon’s Modification + 5% FBS + 5 ug/mL Apo-T + 1 U/mL TSH).
As células HEK293 foram mantidas com o meio DMEM 1x + GlutaMAX (Gibco) suplementado
com 10% de FBS. Quando a confluéncia celular atingia os 80-100%, as células eram
subcultivadas procedendo-se a dissociacéo das ligagdes célula-célula com tripsina-EDTA (Acido

Etilenodiaminotetracético) (Invitrogen).

3. Transfeccéo

As transfeccdes foram realizadas usando os reagentes de transfeccéo Lipofectamine 2000
(Invitrogen), para as células PCCL3 e Metafectene (Biotenx) para as células HEK293, de acordo
com as instrugcdes do fabricante. 48 ou 24 horas antes do inicio do procedimento, 2x10°¢ de
células de PCCL3 ou HEK293 foram cultivadas em placas de 35 mm (Nunclon), respetivamente.
24 horas antes da transfeccéo, as células PCCL3 foram colocadas, por um periodo de 24 horas,
em meio de privacdo. As células HEK293 ndo passaram por esta fase, iniciando-se, assim, a
transfeccéo 24 horas apds serem cultivadas em placas. Consoante o ensaio, algumas placas de
PCCL3 continuaram em meio de manutencdo (F72 Coon’s Modification + 5% FBS + 5 pg/mL
Apo-T + 10 pg/mL insulina + 0.1 U/mL TSH) e outras foram colocadas em meio de estimulagéo.
As células HEK293 continuaram em meio de manutencéo (DMEM 1x + GlutaMAX + 10% FBS).
A transfeccéo foi realizada a uma confluéncia celular de 70-80%. O DNA plasmidico (2 pg) foi
diluido em 125 L de OPTI-MEM (Gibco), no caso das células PCCL3, e em 150 puL de DMEM
no caso das células HEK293. 8 pL do reagente de transfeccdo lipofectamina e 9 pL de
metafectene também foram diluidos em 125 pL de OPTI-MEM ou 150 pyL de DMEM,
respetivamente, e incubados 5 minutos a temperatura ambiente. As duas reacbes foram
misturadas e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, para a formacéo dos complexos
DNA-lipofectamina/metafectene. Apés incubacgéo, 250 L (300 pL no caso das HEK) da mistura
de transfeccdo foi adicionada a cada placa de cultura e aguardou-se 24 horas até se recolherem
as células. Em determinados ensaios, foi adicionado um inibidor de RAC1/1b, EHT 1864 (Santa

Cruz Biotechnology), numa concentragdo de 50 uM 4 horas antes da recolha de células.

As células PCCL3 foram transfectadas com o vetor pECFP-N1 empty vector e com os

vetores gentilmente fornecidos pelo Doutor Peter Jordan, do Instituto Nacional de Saude Dr.
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Ricardo Jorge: pEGFP-RAC1-L61, pEGFP-RAC1b-L61, pEGFP-RAC1-WT e pEGFP-RAC1b-
WT. As células HEK293 foram transfectadas com os vetores anteriormente clonados pNIS_CFP
e pNIS_HA. O vetor pcDNA3.1(+)- foi utilizado como mock.

4. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

A extracdo e a purificacdo de RNA total foram realizadas usando o Rneasy Mini Kit

(QIAGEN) de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA total foi
quantificada pelo espectrofotometro NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) e o

mesmo foi guardado a -20°C.

O cDNA (DNA complementar) foi sintetizado a partir de 2 pg de RNA total pela transcriptase
reversa RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific), tendo sido seguidas as instrucdes
do fabricante. Resumidamente, o RNA total foi incubado a 65°C, 10 minutos (passo de
desnaturacao para remocao das estruturas secundarias de RNA que podem dificultar a sintese),
com 0.1 pL de random primers (3 pg/pL) (Roche), 0.8 uL de deoxinucleétidos (ANTPs, 25 uM)
(GE Healthcare) e agua bidestilada (ddH20) perfazendo um volume final de 15 pL. Apos esta
incubacéo a reacao foi arrefecida a 4°C, tendo-se seguidamente adicionado a mistura reacional
(5uL) contendo 4 pL de Reverse Transcriptase Buffer 5x (Thermo Scientific), 0.5 pL de RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) e 0.5 uL de RNAse OUT (Recombinant Ribonuclease
Inhibitor, 40 U/pL) (Invitrogen). A sintese de cDNA foi realizada num termociclador 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems) utilizando o seguinte programa: 25°C por 10 minutos, 42°C por 1
hora (sintese de cDNA), 70°C por 10 minutos (inativacdo) e 4°C até as amostras serem

guardadas a -20°C.

5. PCR (Reacéo em CadeiadaPolimerase / Polymerase Chain Reaction)

A anadlise da expressdo de NIS, RAC1 e RAC1b foi realizada por PCR a partir do cDNA
sintetizado. Para a amplificacdo de NIS foram utilizados os primers (F - forward, R - reverse)
especificos NIS RAT F (5-TCCTCACAGGCCGTATCTCA) e NIS RAT R (5 -
GAAGGAACCCTGGAGGACAQ), utilizando a temperatura de hibridacdo de 65°C e 26 ciclos,
que produzem um produto de PCR de 314 pb (pares de bases). A amplificacdo de RAC1 e

RAC1b foi realizada em simultdneo mediante a utilizacdo dos primers RAC1/1b F (5 —
ATGTTATGGTAGATGGAAAACCG) e RAC1/1b R (5 — CGGACATTTTCAAATGATGCAGG),
comuns a ambas as variantes, que geram produtos de 154 pb e 211 pb, correspondentes a RAC1
e RAC1b, respetivamente. A amplificacéo teve 26 ciclos e uma temperatura de hibridacdo de
62°C. A mistura de reagdo de PCR consistiu em 25 pL de tampéo de PCR 1x (diluido a partir de
tampéo de PCR 10x em ddH:0, adicionando-se 20 pL de cada dNTP de 100 mM), 0.1 pyL Taq
Polimerase (5 U/uL) (Nzytech) e 0.5 puL do primer forward e reverse (10 uM). A um total de 23 uL

desta mistura foi adicionado 2 uL de cDNA, perfazendo um volume total de 25 pL.
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Os produtos de PCR amplificados foram resolvidos por eletroforese, em gel de agarose a
2% (p/v) em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 1x (diluido a partir do tamp&o TBE 10x, National
Diagnostics). O DNA foi marcado com brometo de etidio (Invitrogen) (solugao 0.05% (v/v)). A
visualizag&o foi realizada sob luz UV e a imagem adquirida num transiluminador GenoSmart
(VWR).

6. PCR guantitativo (RT-gPCR)

Os niveis de expressédo de NIS foram quantificados por RT-gPCR, recorrendo a metodologia

de SYBR Green como método de detecéo, utilizando Xpert Fast SYBR (Grisp), de acordo com

as instru¢bes do fabricante.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no aparelho Ligh Cycler 480II (Roche) em
triplicado para cada amostra e utilizando como referéncia o gene endégeno HPRT1. A mistura
de reacéo foi preparada com 5 uL de SYBR, 3.5 puL de ddH20, 0.25 pL de cada primer e 1 pL de
cDNA. Foram utlizados os primers NIS RAT F e NIS RAT R (NIS RAT F: 5-
TCCTCACAGGCCGTATCTCA, NIS RAT R: 5-GAAGGAACCCTGGAGGACAC) para o gene
NIS e os primers HPRT1 F e HPRT1 R (HPRT1 F: 5 — GCTGAAGATTTGGAAAAGGTG, HPRT1
R: 5 — AATCCAGCAGGTCAGCAAAG) para o gene HPRT1.

7. Extracdo proteica, Eletroforese SDS-PAGE e Western blot

O extrato proteico total foi obtido, a partir da cultura celular de PCCL3 e HEK293, recorrendo
ao uso de 100 pL de tampéo de lise por cada placa de 35 mm, sendo a mistura aquecida,
posteriormente, a 95°C por 10 minutos, com o intuito de desnaturar as proteinas. Quantidades
equivalentes de proteina total de cada amostra foram carregadas num gel de eletroforese de
dodecil-sulfato de sodio (SDS) de poliacrilamida (PAGE) a 10%. A corrida eletroforética decorreu
a 0.02 A por gel, por aproximadamente 1 hora e 15 minutos. As proteinas foram transferidas para
uma membrana PVDF (Fluoreto Polivinidileno) (Bio-Rad) com um Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad), a 100 V por 1 hora. Uma solucéo de leite desnatado em po6 diluido em
Solugdo Salina Tris-Tamponada 0.05% Triton X-100 (TBST milk) foi usada para bloquear
ligacdes ndo especificas a membrana (1 hora a temperatura ambiente), quando usados os
anticorpos primarios especificos anti-RAC1, anti-p38, anti-GFP e anti-HA. Os anticorpos
primarios especificos foram aplicados com as seguintes diluicdes: anti-p38 1:1000 (BD
Biosciences), anti-RAC1 1:2000 (Millipore), anti-GFP 1:3000 (Abcam), anti-Pp38 1:750 (BD
Biosciences) e anti-HA 1:1000 (Roche), e foram incubados a 4°C, overnight com agitacdo. No
dia seguinte a membrana foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente, com o anticorpo
secundario anti-mouse IgG (Bio-Rad) para os anticorpos primarios anti-p38, anti-RAC1, anti-
Pp38 e anti-HA, e o anticorpo secundario anti-rabbit IgG (Bio-Rad) para o anticorpo primario anti-

GFP, a uma diluicdo de 1:5000 em TBST milk. A detecdo e a observacdo de bandas foram
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realizadas através de quimioluminescéncia do substrato ECL por revelagdo em chapa

autoradiogréfica.

8. Imunofluorescéncia

Cultivaram-se lamelas de 10x10mm em placas de 35 mm com 2x10 6 células HEK293
segundo as condi¢des descritas no ponto 3 “Transfecgdo”. As lamelas, apoés 24 horas da
transfeccéo, foram lavadas duas vezes com 1 mL de solucdo PBS 1x (Gibco) e colocadas em
pocos individuais devidamente identificados, de uma placa de 24 pocos. As células foram fixadas
com 500 pL de paraformaldeido (PFA) a 4% (v/v) por 30 minutos, a temperatura ambiente. De
seguida, as mesmas foram permeabilizadas com PBS 1x + 0.5% Triton X-100, por 15 minutos.
Apos trés lavagens com 500 pL de solugdo PBS 1x + 0.05% Triton X-100 por 5 minutos com
agitacdo as lamelas foram incubadas 2 horas com o anticorpo priméario rabbit-anti-HA (Sigma)
na diluicdo de 1:50 (diluicho em PBS + 0.01% Triton X-100), em atmosfera humida.
Posteriormente & incubacéo, as lamelas foram lavadas trés vezes com PBS 1x + 0.05% Triton
X-100 e incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit IgG Alexa 488 (Life Technologies) -
diluic&o 1:500 (diluicdo em PBS + 0.01% Triton X-100). Nesta incubacéo incluiu-se uma solugéo
de faloidina conjugada com o fluoréforo TRITC (Invitrogen) de forma a marcar os filamentos de
actina. Apos 3 lavagens com PBS 1x + 0.05% Triton X-100 por 5 minutos com agitacao, as
células foram novamente fixadas com PFA 4% por 10 minutos e lavadas duas vezes com PBS
1x + 0.05% Triton X-100. Uma primeira lavagem rapida e uma segunda de 5 minutos com
agitacdo. As lamelas foram montadas em laminas de vidro com 4 yL de meio de montagem (sem
DAPI) Fluoromount (SouthernBiotech). As imagens foram recolhidas utilizando no microscépio

confocal Leica TCS-SPE e processadas no software Image J.

9. Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 5 (San Diego, EUA).
Sempre que apropriado, os valores sdao expressos como média + DP (desvio padrdo).
Comparacdes de racios e proporcdes foram feitas utilizando o teste t Student de duas caudas. A

significancia estatistica dos resultados foi aceite a um valor-p < 0.05.
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[ll. RESULTADOS

Parte 1

1. Otimizacdo das condicdes de estimulacdo da TSH na expressao de
NIS

A expressdo de endbégena de NIS estd bem documentada na linha celular PCCL3, derivada

de células de tiréide normal de rato, sendo os niveis de NIS responsivos ao estimulo com TSH.

Numa primeira abordagem, procedemos a otimizac¢ao das condi¢des de cultura celular para
aferir os niveis de expressdo de NIS, na presenca e auséncia de TSH, de modo a permitir a
posterior andlise do impacto da sobre-expressdo de RAC1/1b na expressao deste simportador.
Testamos assim diferentes tempos de incubacdo nos meios de privacédo (P), manutencéo (M) e
estimulacdo (E). Os niveis de expressdo de NIS foram avaliados através de RT-PCR, numa

abordagem semi-quantitativa (Figura 111.11.).

Das diferentes condigcBes analisadas, foram selecionadas como representativas da
auséncia e presenca de estimulagdo com TSH, respetivamente, as seguintes condices:
incubacéo em meio de privagdo por 24h seguida de 24h em meio de manutencéo e incubagéo
em meio de privacdo por 24h seguida por 24h em meio de estimulagéo.

M 24h + P24h + P 24h+ P24h+ P24h +
M 48h P24h M 24h M 48h £ 24h E 48h

Controlo
Endégeno

P 48h + P 48h + P 48h + P 48h + M 48h +
M 24h E24h M 48h E48h M 48h

P 48h

Controlo
Endogeno

Figura 111.11. Imagens representativas de RT-PCR semiquantitativo para avaliagcdo da
expressao de NIS. Reacg¢éo de RT-PCR com 26 ciclos, utilizando a detecéo de actina como controlo
enddgeno e diluigdes seriadas para confirmar condigBes semi-quantitativas.
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2. Efeito da sobre-expressdo de RAC1/1b na expressao de NIS

No presente trabalho os niveis de expressdo de NIS (a nivel transcricional), foram
quantificados por RT-gPCR, e comparados entre células transfectadas com pECFP-N1 empty
vector (mock), RAC1 wt, RAC1b wt, RAC1 L61 ou RAC1b L61, na auséncia e na presenga de

estimulacdo com TSH e na auséncia e presenca do inibidor EHT 1864.

Numa primeira abordagem, observou-se qualitativamente os niveis de expresséo de RAC1

e de RAC1b, recorrendo-se a amplificagdo por PCR (Figura 111.12.).

N o> o> o ot ot o> 3 o o
NSNS N NS PN NG AN
[ [
Sem TSH Com TSH

Figura I11.12. Imagens representativas da reagdo de PCR para amplificacdo de RAC1/1b.

Na auséncia de TSH, a expressdo das variantes RAC1 L61, RAC1b L61 e RAC1 wt ndo
induziu diferengcas estatisticamente significativas nos niveis de expressdao do NIS em
comparacao com os resultados obtidos no mock. Apenas se observou uma reducéo nos niveis
de expressdo do NIS (cerca de 20%) quando as células foram transfectadas com a variante
RAC1b wt (Figura 111.13. e Figura 111.14.). Esta reducéo foi ainda mais evidente na presenca de
TSH: o estimulo com TSH induziu um aumento dos niveis de expressao de NIS de cerca de 80%
na auséncia das variantes RAC1/1b (comparac¢do dos ensaios mock na presenca e na auséncia
de TSH) e na presenc¢a de RAC1b wt observou-se uma reducdo acentuada de aproximadamente
50%. O efeito da sobre-expressao das outras variantes foi igualmente n&o significativo, mesmo
na presenca do estimulo com TSH. Normalizando os resultados obtidos para RAC1b wt aos
respectivos ensaios mock nas diferentes condi¢cdes de estimulagdo com TSH, é notdrio o efeito
inibidor desta variante na expressdo de NIS, em ambas as condi¢des (Figura 111.13. e Figura
111.14.). Estes resultados suportam a hipotese de que RAC1b possa exercer um papel na inibicao

dos niveis de expressao de NIS nas células PCCL3.
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Figura lll.13. Efeito da sobre-expressdo de RAC1/1b naregulacdo da expressédo
de NIS em células PCCL3. Os niveis da expressdo de NIS foram analisados por
RT-gPCR em células transfectadas com variantes RAC1/1b wt e com as variantes
constitutivamente ativas RAC1/1b L61, na presenca e na auséncia de TSH.
Resultados normalizados a um calibrador externo. *p<0.05 **p <0.01 ***p <0.001.
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Figuralll.14. Efeito da sobre-expressdo de RAC1/1b naregulagdo da expresséo
de NIS em células PCCL3. Os niveis da expressao de NIS foram analisados por
RT-gPCR em células transfectadas com RAC1 wt ou RAC1b wt, na presenca e na
auséncia de TSH. O grafico representa valores normalizados aosaos ensaios mock,
na auséncia e presenca de TSH, respetivamente.

29



A sobre-expresséo das variantes de RAC1 consequente da transfecgdo foi igualmente
monitorizada, ao nivel da proteina, por Western blot. As proteinas GFP-RAC1 e GFP-RAC1b
foram detetadas como bandas de aproximadamente 48 kDa e 50 kDa, tendo sido confirmada a

sua sobre-expresséo (Figura 111.15.).

GFP-RAC1b
—— GFP-RAC1
RAC1
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Figura Ill.15. Expressédo de RAC1/1b em células PCCL3
transfectadas. Western blot representativo da expressao
de GFP-RAC1 e GFP-RACL1b, utilizando a detecdo de
RAC1 enddgeno como controlo.

3. Efeito da sobre-expressdo de RAC1b wt com o inibidor EHT 1864 na

expressao de NIS

Para se confirmar que o efeito na expressdo de NIS observado na presenga de RAC1b foi
devida de facto a agéo desta variante, os ensaios foram repetidos na presenca do inibidor EHT
1864, um potente inibidor das GTPases RAC, com alta afinidade para ambas as variantes RAC1
e RAC1b.

Quer na presencga, quer na auséncia de TSH, o inibidor EHT 1864 levou a reversao da
reducio da expressao de NIS induzida pela sobre-expresséo de RAC1b wt. E ainda de notar que
na auséncia de RAC1b (ensaios mock) foi observada uma reducgéo de cerca de 35% nos niveis
de expressdo de NIS na presenca de TSH (Figura I11.16.), indicativo do efeito da inibicdo de

RAC1 enddgeno nos niveis de expressao de NIS induzidos pela TSH.

Estes resultados sdo assim indicativos de RACL1 ter efeito estimulador na expresséo de NIS
(uma vez que a inibicdo de RAC1 enddgeno leva a reducédo dos niveis de NIS) e da sobre-

expressdo RAC1b induzir o efeito oposto.
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Figura lll.16. Efeito da sobre-expressao de RAC1b wt com o inibidor EHT 1864
na regulacdo da expressédo de NIS em células PCCL3. Os niveis da expressao
de NIS foram obtidos através de PCR quantitativo (RT-gPCR) em células
transfectadas com RAC1b wt, na presenca ou auséncia de EHT 1864, na presenca
e na auséncia de TSH. Os valores foram normalizados a um calibrador externo.
*p<0.05 **p <0.01 ***p <0.001.

4. Efeito da sobre-expressdo de RAC1/1b na expressdo de p38 e fosfo-

p38

O efeito da sobre-expressédo das variantes de RAC1 na ativacdo da proteina p38 foi

analisado por Western blot. A proteina p38 e a sua variante fosforilada foram detetadas como
bandas de aproximadamente 40 kDa. Como controlo enddgeno foi usada a dete¢do de RAC1

endogeno, com aproximadamente 21 kDa.

Ao analisar o efeito da sobre-expressao de RAC1/1b na ativagédo da cinase mitogénica p38
(Figura 111.17.), apenas foi notério o efeito da presenca da variante RAC1 L61. Tanto na auséncia,
como na presenca de TSH, a variante RAC1 L61 parece induzir a ativacdo de p38, ndo sendo
visivel o mesmo efeito com a expresséo das outras variantes. Nos restantes casos os niveis da

proteina fosfo-p38 aparentam ser equivalentes aos niveis do mock.
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Figura Ill.17. Expressao da cinase mitogénica p38 e fosfo-p38 em células PCCL3
transfectadas. Western blot representativo da expresséo da proteina p38 e fosfo-p38, na
auséncia e presenca de TSH, utilizando a dete¢cdo de RAC1 endégeno como controlo.

Parte 2

1. Construcdo e Validacdo funcional dos vetores de expressdo
pNIS CFP e pNIS HA

Para se superar as limitagcdes técnicas inerentes a detecdo de NIS dada a sua baixa

expressdo nos carcinomas da tirdide e de igual modo tornar a sua deteg¢do e localizagdo
subcelular sensivel e especifica, iniciou-se ainda no ambito deste trabalho de mestrado o
desenvolvimento de um sistema repoérter para estudo da modulacdo pés-traducional da
expressdo funcional do NIS. Foram construidos dois vetores de expressao correspondentes a
regido codificante do gene NIS contendo marcas peptidicas (CFP e 3xHA) (Figura 111.18.), com
caracteristicas distintas, que permitem controlar a sensibilidade e especificidade da detecéo e

localizacéo subcelular deste simportador.

Espago
Extracelular
1

85881
s

53 110

Citoplasma

Figura I11.18. Modelo esquematico da estrutura secundaria de NIS com as
marcas peptidicas CFP e 3xHA.
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Para validar os vetores de expressao do NIS desenvolvidos, procedemos a sua transfecéo
nas células HEK293, por ser possivel com esta linha obter elevadas eficiéncias de transfecgéo.
Foram assim transfectados nesta linha celular os vetores pcDNA3_EV (mock), pNIS_CFP ou
pNIS_HA tendo sido a expressdo de NIS avaliada por imunofluorescéncia e Western blot. Na
técnica de imunofluorescéncia os filamentos de actina foram marcados com faloidina conjugada
com um fluoréforo (vermelho) e a discriminacéo entre células transfectadas e ndo transfectadas
foi possivel devido a utilizacdo do anticorpo anti-HA (verde), no caso da transfeccdo com
pNIS_HA e devido ao sinal de fluorescéncia emitido pelo CFP (também verde), no caso da

transfeccéo com pNIS_CFP.

Conforme se pode observar na Figura I11.19. foi possivel a detecdo das proteinas
transfectadas quer por imunofluorescéncia quer por Western blot, validando a expressao de NIS
a partir dos vetores de expressdo produzidos. Nas imagens de microscopia confocal de
fluorescéncia (Figura 111.19. (A)) observa-se marcacgéo verde tanto na transfecgdo com pNIS_HA,
como com pNIS_CFP, estando esta ausente no controlo negativo (mock). Através desta anélise
é ainda possivel observar que a proteina expressa a partir de ambos os vetores apresenta
localizacdo membranar (para além da intra-citoplasmética), parecendo esta ser, no entanto, mais
intensa no caso da proteina expressa a partir do construto pNIS-HA (Figura 111.20.). Na analise
por Western blot (Figura I11.19. (B)) observa-se a presenca de vdrias bandas relativas a
expressdo de ambos os construtos pNIS_HA e pNIS_CFP, através da detecdo com os anticorpos
anti-HA e anti-GFP, respetivamente. Este padrédo esta, no entanto, ausente no controlo negativo
(mock), sendo isto indicativo da especificidade do sinal detetado. A presenca de multiplas bandas
podera ser indicativo da presenca de diversas formas da proteina transfectada, correspondentes

a alteracdes pos-traducionais.
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Figura 111.19. Validag&@o dos construtos pNIS_CFP e pNIS_HA. A linha celular HEK293 foi transfectada com
pcDNA3-NIS (mock), pNIS_CFP ou pNIS_HA. (A) Microscopia confocal de imunofluorescéncia usando o anticorpo
anti-HA. Os filamentos de actina foram marcados com faloidina conjugada com um fluor6foro. Sdo mostradas
imagens da sobreposicdo de HA, CFP e faloidina. (B) Western blot representativo da expressao de HA e CFP,
utilizando os anticorpos anti-HA e anti-GFP.
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Figura 111.20. Localizac&o subcelular e intensidade dos construtos pNIS_CFP
e pNIS_HA. A linha celular HEK293 foi transfectada com pcDNA3-EV (mock),
pNIS_CFP ou pNIS_HA. Microscopia confocal de imunofluorescéncia usando o
anticorpo anti-HA. Os filamentos de actina foram marcados com faloidina
conjugada com um fluor6foro. Sdo mostradas imagens da sobreposicdo de HA,
CFP e faloidina e gréaficos das suas respetivas intensidades.
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V. DISCUSSAO DE RESULTADOS

O cancro da tir6ide é a neoplasia endécrina mais comum (cerca de 90%) e surgem
anualmente, em Portugal, cerca de 400 novos casos. A maioria dos carcinomas da tirdide que
deriva das células foliculares sdo bem diferenciados, sendo os principais subtipos histologicos o
carcinoma papilar (CPT) e o carcinoma folicular (CFT) (DeLellis, Lloyd, Heitz & Eng, 2004; Muro-
Cacho & Ku, 2000; Maciel, 1998). A maioria (mais de 70%) dos carcinomas da tiride bem
diferenciados retém a expressédo funcional de NIS, permitindo o uso de iodo radioativo como
terapia adjuvante para eliminar células tumorais remanescentes e metastases de carcinomas da
tiréide (Castro, Bergert, Goellner, Hay, & Morris, 2001; Wapnir et al., 2003). No entanto, os niveis
de expressao de NIS e a absor¢do de iodo no carcinoma de tiride sdo reduzidos quando
comparados ao tecido normal, colocando sérios problemas praticos no tratamento destes

doentes (Soares et al., 2014; Nguyen et al., 2015).

RAC1 é um membro da familia Rho das GTPases de baixo peso molecular, que regula
vérias fungbes celulares. Estudos demonstraram que a GTPase RAC1 tem a capacidade de
estimular a expressdo de NIS, através da atividade da cinase p38 (Kogai & Brent, 2012; Kogai
et al., 2012).

Matos e seus colaboradores (2003; 2006) mostraram que RAC1b (uma forma hiperativa de
RAC1), comparativamente com RAC1 possui propriedades Unicas: existe predominantemente
na sua forma ativa e favorece vias de sinalizacéo especificas. Recentemente, 0 nosso grupo
relatou que a sobre-expressdo de RAC1b esté significativamente associada a um desfecho mais
desfavoravel, tanto em CPT como em CFT. A sobre-expressao também foi encontrada num
subconjunto de CPT positivos para a mutagdo BRAF V600E (Silva et al 2013), que por sua vez
se demonstrou estar associada a uma reducdo dos niveis de expressdo de NIS (Riesco-
Eizaguirre & Santisteban, 2006). Isto suporta a hipétese de uma potencial correlagédo inversa
entre a sobre-expressdo de RACL1b e os niveis de expresséo de NIS. De facto, um estudo recente
do nosso grupo numa série de carcinomas da tirdide de origem folicular revelou a existéncia de
uma correlagdo inversa entre a sobre-expressdo de RAC1b e os niveis de expressao de NIS
(Figura 1.9.) (Faria et al., 2016).

Apesar da TSH ser o principal regulador positivo da expressdo de NIS em tecido tiroideu
normal (atuando quer a nivel transcricional, quer pés-traducional), outros mecanismos podem
também ter um papel relevante neste processo (Dohéan et al., 2003; Vieja, Dohan, Levy, &
Carrasco, 2000). De facto, outras vias de sinalizagao tais como a mediada por RAC1/p38 podera
atuar em sinergia potenciando a expressao de NIS, apdés a estimulacéo pela TSH ou AMPc, tal
como descrito por Kogai e colaboradores (Kogai et al., 2012; Kogai, Taki, & Brent, 2006), uma
vez que o mesmo observou que a inibicdo de p38 reduzia significativamente a expressao de NIS
em células FRTL-5. Devido aos mecanismos regulatérios presentes nas células normais de

tiréide e nas células cancerigenas afetarem diferencialmente a regulacao da expressao de NIS,
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esta tem sido muito dificil de caracterizar. E embora existam varios fatores associados a inducgao
de NIS, ainda nao foi possivel relaciona-los com a capacidade de absorgdo de iodo em estudos
clinicos, pois o aumento da expressdo de NIS a nivel transcricional ndo se traduz
necessariamente num aumento da absorcéo de iodo. Isto sugere que a localizacdo do NIS na
membrana plasmatica ndo s6 é importante para o transporte de iodo na glandula da tiréide, mas
também é essencial para a terapia com iodo radioativo (Kogai, Sajid-Crockett, Newmarch, Liu &
Brent, 2008; Kogai, Taki & Brent, 2006).

A necessidade de identificar novos moduladores da expresséo funcional do NIS levou-nos
a investigar no presente trabalho o papel das GTPases RAC1l e RAClb na modulagéo
transcricional deste simportador. Numa segunda abordagem, pretendemos desenvolver um
sistema repérter que venha a possibilitar a analise da modulagdo pds-traducional do NIS em
diferentes sistemas celulares e ultrapassando limitacdes experimentais relacionadas com os
baixos niveis de expressédo deste simportador nos carcinomas da tiréide, superar limitacdes
relacionadas com a especifidade dos anticorpos disponiveis para a dete¢do de NIS e facilitar a

andlise da sua localizagdo subcelular.

Primeiramente, para avaliagdo do efeito da sobre-expressdo de RAC1/1b nos niveis de
expressdo de NIS a nivel transcricional, a linha celular PCCL3 foi transfectada com as variantes
wild-type e as variantes constitutivamente ativas de RAC1/1b e comparadas aos ensaios

desenvolvido na auséncia das variantes (mock).

Nos ensaios em que as células foram transfectadas com as variantes RAC1/1b wild-type e
com as variantes constitutivamente ativas RAC1/1b L61, na auséncia da estimulacdo com TSH,
ndo se observou diferengas estatisticamente significativas nos niveis de expresséo do NIS com
a sobre-expresséao das variantes RAC1 L61, RAC1b L61 e RAC1 wt, comparativamente com o
observado no ensaio mock. Nestas condi¢cfes, apenas se destacou a redu¢cdo em cerca de 20%
dos niveis de expresséo do NIS induzida pela variante RAC1b wt. Na presenca de TSH, o efeito
da sobre-expressao da variante RAC1b wt foi ainda mais evidente, induzindo uma reducédo de
aproximadamente 50% dos niveis de NIS, sugerindo assim um papel na inibicdo da expressao
do NIS por parte de RAC1b. Tal como na auséncia de estimulagdo com TSH, as restantes
variantes ndo induziram efeitos estatisticamente significativos na expresséo de NIS (Figura 111.13
e lll.14))

Apesar de a sinalizacdo de RACL1 ter sido descrita como potenciadora da expresséo de NIS,
no presente estudo ndo foi observado uma alteracéo significativa nos niveis deste simportador
com a sobre-expressdo de RAC1 ou da sua variante constitutivamente ativa RAC1 L61, na linha
celular PCCL3. Esta situacé@o pode ser devida a capacidade de RACL1 interagir com efetores
especificos, induzindo a ativacdo de numerosas vias de sinalizacao, com diferentes resultados
fisiolégicos (Silva, Faria, Capinha & Bugalho, 2016; Wennerberg & Der, 2004). Possivelmente, a
sobre-expressédo de RAC1 e de RAC1 L61 além de estimular a expressdo de NIS, pela inducéo
da cinase mitogénica p38, poderdo igualmente ativar outras vias que contrariem este efeito.

Assim, no balanco final, qualquer efeito do simportador de sédio e iodo acabaria por ficar
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escamoteado. No entanto, a inibicdo de RAC1 enddgeno pelo inibidor EHT 1864 induziu uma
diminuicdo significativa na expresséo de NIS estimulada pela TSH (Figura 111.16.), confirmando
os resultados de Kogai e colaboradores (Kogai, Liu, Mody, Shamsian, & Brent, 2012). Os
resultados obtidos vdo assim de encontro com o esperado, observando-se uma reducdo da
expressdo de NIS apods a inibicdo de RACL, apontando para o seu possivel envolvimento na

estimulacdo do simportador.

Relativamente a RAC1b, por este possuir uma sinalizagdo mais seletiva e demonstrar um
efeito antagonista em relacdo a RACL1 inibindo a sua atividade endégena em diversas vias de
sinalizacdo (Matos et al., 2008; Silva et al., 2013), e atendendo aos resultados preliminares do
grupo relativos a avaliacéo da expressao de NIS em tumores da tirdide de origem folicular (Faria
et al., 2017) colocou-se a hipétese desta variante funcionar como um modulador negativo da
expressdo de NIS. Seria assim espectavel uma reducéo significativa dos niveis de NIS apés a
sobre-expressédo de RAC1b ou de RAC1b L61. Estes resultados foram efetivamente observados
com a sobre-expressado da variante selvagem, mas ndo com a variante constitutivamente ativa.
Isto podera dever-se ao facto de RAC1b L61 levar a uma hiperestimulacéo da sinalizacéo de

RAC1b, que podera eventualmente ativar mecanismos inibitérios da expresséo de NIS.

A modulacéo negativa de RAC1b wt na expresséo de NIS foi ainda confirmada pela reverséo
do efeito inibitério da sobre-expresséo desta variante na presenca do inibidor EHT 1864 (Figura
111.16.), que possui elevada afinidade para as isoformas de RAC1, incluindo RAC1b, deixando as

GTPases num estado inerte e inativo (Shutes et al., 2007).

Com o objetivo de corroborar os estudos que demonstram que a estimulacdo da expressao
de NIS, embora desencadeada por diferentes vias de sinalizag&o intracelular, envolve a indugéo
da atividade da cinase mitogénica p38 pela GTPase RAC1, apos a estimulagdo de TSH ou de
AMPc (Kogai & Brent, 2012; Pomerance et al., 2000, Kogai et al., 2012) e que, por outro lado, a
variante RAC1b demonstra poder competir com RAC1, inibindo a sua atividade endégena em
diversas vias de sinalizag&o, incluindo a via que leva a ativagdo da cinase p38 (Matos et al.,
2008; Silva, Carmo & Bugalho, 2013), quantificAmos os niveis da cinase p38 e da sua variante
fosforilada, apds a sobre-expresséo de RAC1/1b. Os resultados obtidos demonstraram apenas
um efeito significativo quando a linha celular PCCL3 foi transfectada com a variante RAC1 L61.
RAC1 L61, tanto na auséncia, como na presenca de TSH, demonstrou estimular a ativacéo de
p38, havendo um aumento dos niveis da proteina fosfo-p38. Apesar de aparentar existir
diferencas nos niveis de fosfo-p38 no caso da variante RAC1b wt, na presenca de TSH, este
resultado ndo parece ser relevante dada a diferenca existente também nos niveis da proteina
p38 total (Figura I111.17.). Assim, apenas se pode considerar o efeito estimulatério de RAC1 L61
na ativacao da proteina p38, efeito este que ndo foi observado com a sobre-expressao das
variantes RAC1b.

Numa segunda parte deste trabalho, procedemos a construcdo de dois vetores de
expressédo do NIS contendo marcas peptidicas especificos para permitir a andlise da modulagao

pos-traducional deste simportador. Com o objetivo de validar a expressao dos dois construtos
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produzidos, recorreu-se a transfeccdo num sistema heterélogo extratiroideu, a linha celular
HEK?293 por ser possivel com esta linha obter elevadas eficiéncias de transfeccéo. Através da
andlise por imunofluorescéncia e Western blot foi possivel confirmar a expressdo destes
construtos, através da utilizagdo de anticorpos especificos para as marcas CFP e HA (Figura
111.19). Com base na imunofluorescéncia, foi também possivel confirmar a localizacdo
membranar do NIS proveniente da expressao de ambas as constru¢des (Figura 111.20.), sugestivo
de que o trafego do simportador transfectado se encontra preservado, pelo menos neste sistema

celular.
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V. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

No presente trabalho investigamos o papel das GTPases RAC1 e RAC1b na expressao de
NIS num sistema celular representativo de tecido tiroideu normal, responsivo a estimulacdo com
TSH. Contribuimos igualmente para o desenvolvimento de sistemas reporter para que numa
segunda abordagem possamos proceder a estudos da modulacéo pés-traducional do NIS, que
permitam superar os baixos niveis de expresséo de NIS observados nos carcinomas da tirdide e
de facilitar e tornar a detecao da localizac&o subcelular do NIS sensivel e especifica.

Os resultados obtidos neste trabalho suportam um papel da sinalizagdo RAC1/1b na
regulacéo da expressdo do NIS. Na linha celular PCCL3 encontramos uma correlacdo inversa
entre a sobre-expressao de RAC1b e os niveis de mRNA de NIS, evidenciando para um possivel
papel de RAC1b na inibicdo dos niveis de expressdo do NIS. Contrariamente ao esperado, 0
efeito da sobre-expressdo de RAC1 sobre os niveis de NIS nao foi notdrio nos nossos ensaios.
Porém, quando se inibiu a expresséo enddgena desta GTPase observou-se uma diminui¢do dos
niveis do simportador de sédio e iodo, suportando a hipétese de que RAC1 possa ter um papel
na estimulacdo transcricional de NIS. Os resultados deste estudo apontam também para um
efeito na estimulacdo da ativacdo da proteina fosfo-p38 induzido por RAC1. Sera interessante
em trabalhos futuros testar se a expressao de NIS envolve a inducdo da atividade da cinase
mitogénica p38 por parte da GTPase RAC1 e em que medida RAC1b podera interferir nesta via.

Relativamente aos construtos produzidos neste trabalho, serd relevante obter niveis de
eficiéncia de transfec¢do mais elevados nos sistemas celulares de tecido da tir6ide, utilizando,
por exemplo, a metodologia de transducdo viral ou transfeccdo estavel. Posteriormente, sera
bastante interessante analisar em que medida a sinalizacdo de RAC1/1b podera também afetar
a regulagdo pos-traducional de NIS, nomeadamente a sua localizacdo subcelular. Numa
segunda abordagem, também seria interessante avaliar alteragdes nos niveis de expressao de
NIS apds o silenciamento da expressdo de RAC1b, em linhas celulares primarias de tirdide
RAC1b positivas, através da metodologia de RNA de interferéncia especifica para RAC1b, e

verificar o efeito da sinalizagdo RAC1/1b na captacao de iodo.

Assim, esperamos que este trabalho represente um inicio da compreensdo do mecanismo
regulatério da expressao de NIS, e que possa contribuir para o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos no tratamento de carcinomas derivados de células foliculares da tiréide.
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VII.

ANEXOS

Tabela VII.1. Solugbes e concentragdes finais para o Western blot.

Solucdes

Concentragéo final

Sample buffer

1 U/uL Benzonase (Sigma); 5 mM MgClz; 200
mM Tris-HCI, pH 6.8; 5% Glicerol; 2% SDS;
100 mM DTT; 0.1% (v/v) Azul de Bromofenol

SDS-PAGE gel de resoluc¢éo

Tampdo de gel de resolucdo (375 mM
Tris/HCI pH 8.8); 10% Acrilamida; 0.1% (v/v)
SDS; 0.05% (v/v) TEMED; 1% (v/v) APS

SDS-PAGE gel de concentragéo

Tampao de gel de concentracdo (62.5 mM
Tris/HCI pH 8.8); 4% Acrilamida; 0.1% (v/v)
SDS; 0.05% (v/v) TEMED; 1% (v/v) APS

Blot buffer

25 mM Tris-HCI (pH 7.6); 192 mM Glicina;
20% Metanol; 0.03% SDS

Solucéo Destain

10% (v/v) Acido Acético; 45% (v/v) Metanol

TBST

50 mM Tris-HCI pH 7.5; 150 mM NaCl; 15 mM
Triton X-100

Solucéo 1 ECL

100 mM Tris pH 8.8; 3,75 mM Luminol; 450
UM Acido Cumaérico

Solugéo 2 ECL

100 mM Tris pH 8.8; 0.1% (v/v) Perdxido de
Hidrogénio
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