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Resumo

Introducdo. A acdo dos hormoénios tireoidianos ¢ regulada pela atividade das desiodases.

As trés iodotironinas desiodases constituem uma familia de selenoenzimas que catalisam
a remo¢ao do iodo do anel externo ou interno dos hormonios tireoidianos. As desiodases
tipo 1 (D1) e tipo 2 (D2) ativam o pro-horménio tiroxina (T4), o principal produto das
células foliculares da glandula tiredide, através da sua conversdo para o hormdnio
biologicamente ativo 3,5,5’- triiodotironina (T3). De maneira inversa, a desiodase tipo 3
(D3) age através da inativacdo do T3 para suas formas inativas diiodotironina (T2) e
tritodotironina reversa (rT3) inativando os hormonios tireoidianos. A transformagado
neoplasica benigna ou maligna dos tiredcitos promove mudangas na expressao destas
enzimas, sugerindo que tanto a D1 como a D2 podem estar envolvidos no processo de
tumorigénese. A expressao da D3 estd elevada em 6rgaos embriondrios, € no periodo pos-
natal sua expressdo se restringe a poucos tecidos, como sistema nervoso central e pele.
Estudos prévios demonstram que a expressdao da D3 pode ser reativada em tecidos
durante condi¢des patologicas como doenca critica e desdiferenciagdo tumoral. De fato,
a presenga da D3 tem sido demonstrada em linhagens celulares malignas e em varios
tumores humanos incluindo astrocitomas, oligodendromas, gliossarcomas, glioblastoma
multiforme e carcinomas basocelulares de pele. Pouco se conhece sobre a expressao da

D3 em tecidos tumorais tireoidianos.

Objetivos. Avaliar a expressio e atividade da D3 em amostras de carcinoma papilar de

tiredide (CPT) e correlacionar com a apresentagdo clinica e caracteristicas oncologicas

destes tumores.

Material e Métodos. Amostras de tecido tireoidiano humano foram coletados

consecutivamente de 18 pacientes nao selecionados submetidos a tireoidectomia total no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre 2005 e 2009. Foram coletadas 18 amostras de
CPT e tecido normal subjacente. A atividade de D3 foi aferida pela técnica de

cromatografia em papel e os niveis de mRNA pela técnica de real-time PCR. Para o
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estudo da regulacdo génica foram utilizadas as linhagens celulares de carcinoma papilar

de tiredide (linhagem K-1).

Resultados. Do total de 18 pacientes, 7 (38,9%) apresentavam doenga restrita a

glandula, 7 (38,9%) tinham metéstases linfonodais enquanto 4 (11%) apresentavam
metastases a distancia. A mediana do tamanho tumoral foi de 2,3 cm (0,8 a 8 cm).
Transcritos de mRNA da enzima D3 foram detectados em todas as amostras de tecido
normal e CPT analisadas, estando significativamente aumentada no tecido neoplasico (~5
vezes, P=0,001). Embora atividade da D3 nao tenha sido detectada no tecido tireoidiano
normal, todas as amostras de CPT apresentaram niveis elevados de atividade enzimatica
(0.79+0.51 fmol/mg.prot.min). De modo interessante, o aumento da atividade da D3 foi
associado ao tamanho e estagio tumoral (P=0.002 e P=0.003, respectivamente). Analises
adicionais realizadas na linhagem celular de CPT demonstraram que a adi¢ao de T3 ou
AMPc ao meio de cultura induziu aumento da atividade da D3 enquanto o
hipotireoidismo inibiu a expressdo enzimdtica, sugerindo que a regulacdo da D3

encontra-se preservada.

Conclusao. Esses resultados indicam que a transformacdo maligna da celular folicular
tireoidiana induz a expressao da D3 por mecanismos pré-transcricionais. A associagao
entre os niveis aumentados da atividade da D3 e doenga avangada corrobora para o papel
da concentracdo intracelular de T3 na proliferacio e/ou dediferenciacdo celular

tireoidiana.
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Capitulo 1

Introducao:
O papel das iodotironinas nas neoplasias

humanas
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1.1. Hormonios tireoidianos

Os hormonios tireoidianos (HT) sdo compostos iodados produzidos pelas células
foliculares da glandula tiredide na forma de um precursor inativo chamado tiroxina
(3,5,3°,5 -tetraiodo-L-tiroxina, T4) e em menor grau, como o hormonio biologicamente
ativo triiodotironina (3,5,3’-triiodo-L-tironina, T3). Sdo pequenas moléculas ligantes
hidrofobicas que necessitam da ligagdo com outras proteinas para serem distribuidas até
os tecidos alvo e transportadas através do intersticio e compartimentos celulares. Os
hormonios tireoidianos influenciam a expressdo génica em virtualmente todos os tecidos
de animais vertebrados, onde estimulam a diferenciagdo e proliferacdo celular e
controlam o crescimento, o desenvolvimento ¢ o metabolismo intermedidrio energético e
estrutural desses organismos (1).

A sinalizacdo hormonal tireoidiana resulta de uma interagdo do ligante T3 com
receptores nucleares da familia c-erbA (TRs), localizados em seqiiéncias especificas
conhecidas como elementos responsivos ao hormoénio tireoidiano (TREs) na regido
promotora dos genes-alvo e que atuam como fatores de transcricdo modulados por
ligantes (TRal, TRP1 e TRP2), como fatores de transcricdo independentes de ligante
(TRo2 ou rev-erbA) ou através da formacao de heterodimeros com receptores retindides
(RXRs ou RARs). A formagdo do complexo hormoénio-receptor causa alteracdes na
composi¢do do complexo transcricional que entdo pode estimular ou reprimir a

transcrigdo e expressao dos genes alvo (1,2).
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Figura 1: Diagrama esquematico ilustrando a regulagdo da sintese e secre¢do dos hormonios tireoidianos e
as acdes mediadas pelo receptor de hormoénio tireoidiano. (A) Eixo tireoidiano central que regula a
homeostase dos horménios tireoidianos. O hormoénio liberador de tireotropina (TRH), secretado pelo
hipotalamo, estimula a sintese e secre¢do do horménio estimulador da tire6ide (TSH) pelos tireotrofos na
hipofise anterior. O TSH age entdo na glandula tiredide estimulando a sintese e secrecdo dos hormonios
tireoidianos. A liberagdo de TRH e TSH ¢é regulada pelos niveis circulantes de hormoénios tireoidianos
através de mecanismo negativo de retroalimentagdo. (B) Apds a entrada na célula através de
transportadores transmembrana, o precursor T4 é principalmente convertido a T3 pela desiodase tipo 2
(D2) localizada no reticulo endoplasmatico. No nticleo, o T3 se liga ao receptor de hormonio tireoidiano
(RXR-TR heterodimero) leva a dissocia¢do de correpressores e ligagao de coativadores (CoA) induzindo a
transcri¢cdo. Adaptada de Wagner et al, 2009 (3).

A atividade desta via sinalizadora depende da oferta dos ligantes e da sensibilidade
as mudancas de suas concentragdes séricas que podem resultar de anormalidades da
secrecdo glandular ou do metabolismo periférico das iodotironinas circulantes.
Paralelamente a modulacdo de sua atividade sistémica, a sinalizacdo dos hormodnios
tireoidianos ¢ também controlada localmente no microambiente tecidual pela sua ativagao

e inativacao mediada pelas desiodases (4).
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1.2. Desiodases

A maior parte do T3 circulante (aproximadamente 80%) resulta da desiodacdo do
anel externo da molécula de T4 nos tecidos periféricos, através da a¢do de enzimas
denominadas iodotironinas desiodases (5).

A desiodacao do T4, T3 e de outras iodotironinas ¢ uma atividade imprescindivel
para a homeostase hormonal tireoidiana. Catalisada por trés selenoenzimas distintas
codificadas por genes diferentes e com distribui¢do diversa, a desiodagao ¢ definida como
sendo a retirada de um &tomo de iodo da posi¢ao 5- ou 5°- do anel tirosinico ou fendlico da
molécula de 1odotironina, permitindo sua ativagao e inativacao, respectivamente (6).

As iodotironinas desiodases do tipo 1, 2 e 3 (D1, D2 e D3) sdo proteinas integrais
de membrana que contém tioredoxina ¢ o aminoacido selénio. Este tltimo, raramente
encontrado incorporado a proteinas, confere atividade oOxido-redutase estrita e muito
eficaz, conferindo a regulacdo precisa da geracdao e inativagdo de T3 caracteristicas das
desiodases (5,7).

Embora as trés desiodases apresentem em comum certas caracteristicas estruturais
importantes, diferem entre si em outros aspectos como no padrao de expressao tecidual,
localizagao celular, papel fisiologico, preferéncia pelo substrato, sensibilidade a inibidores
e na forma como sdo reguladas pelos hormonios tireoidianos. A tabela 1 sumariza as

principais caracteristicas das trés desiodases humanas.
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Tabela 1: Principais
iopandico

caracteristicas das iodotironinas desiodases. PTU: Propiltiouracil; IOP: acido

CARACTERISTICAS

Desiodase tipo 1
(5 -desiodase tipo I)

D1

Desiodase tipo 2
(5" -desiodase tipo II)

D2

Desiodase tipo 3
(5-desiodase tipo 11T)

D3

Localizagio do gene
Peso molecular (kDa)
Km aparente
Localiza¢ao subcelular
Meia-vida
Homodimerizagiao
Susceptibilidade ao PTU
Susceptibilidade ao IOP
Sitio de desiodacio
Preferéncia por substrato
Expressao tecidual

fisiologica

Funcio

Cromossomo 1p32-p33
27
107, 10

Membrana plasmatica

Horas

Sim

Alta

Sim
Anel interno e externo

rT3 (5)>>T4=T3 (5)

Figado, rim, tiredide, hipdfise, coracio,

tecido adiposo marrom

Fornecimento de T3 para o plasma >
meio intracelular, degradacio de rT3 e

iodotironinas sulfatadas

Resposta ao hormaénio tireoidiano

Transcricional

Pés-transcricional

Aumentada

Diminuida

Cromossomo 14q24.3
30
10
Reticulo endoplasmitico
20 minutos
Sim
Muito baixa (resistente)
Sim
Anel externo
T4=rT3
Hipafise, cérebro, tecido adiposo
marrom, tiredide, pele, placenta,
timo, glindula pineal ¢ musculatura
cardiaca e esquelética
Fornecimento de T3 para o meio
intracelular ¢ em menor proporcio

para o plasma

Diminuida

Muito diminuida

Cromossomo 14q32
31
107
Membrana plasmatica
Horas
Sim
Muito baixa (resistente)
Sim
Anel interno
T3>T4
Utero, Placenta, tecidos fetais, pele,

cérebro e hipofise

Inativaciode T3 e T4

Aumentada

Desconhecida

(oxidacdo do centro ativo) (ubiquitinacio)

A atividade das desiodases ¢ regulada por um processo complexo, no qual varios
fatores e/ou situagdes fisiopatologicas podem alterar a desiodacdo em um determinado
tecido (5). O status hormonal tireoidianos ¢ de fundamental importancia regulatéria e sua
alteragdo determina mudancas significativas na atividade das desiodases.
Fisiologicamente, estas mudangas parecem estar coordenadas visando a manutencao dos
niveis circulantes e intracelulares de T3 proximos ao normal (8).

As desiodases tipo 1 e 2 sdo responsaveis pela geracdo de T; a partir do T4,
enquanto a desiodase do tipo 3, e em menor grau, a do tipo 1, catalisam a desiodagdao do
anel interno das moléculas de T4 e T;, formando os metabodlitos inativos 1Tz e T,
respectivamente (8). Tanto a D1 como a D2 encontram-se amplamente expressas na
tiredide normal, especialmente na célula folicular. Aproximadamente 30 a 50% do T3

secretado diretamente pela tiredide deriva da desiodacao intra-tireoidiana do T4 (9,10).
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A DI fornece uma significativa fracdo do T3 plasmatico em humanos e seus niveis
mais elevados de expressdo sdo encontrados no figado, rim, tiredide e hipdfise anterior
(5). Entre as desiodases, a D1 ¢ a inica com poder de catalisar a desiodacao tanto do anel
fendlico quanto do anel tirosinico das diversas iodotironinas, resultando, respectivamente,
na ativagao e inativagdo dos hormonios tireoidianos. A atividade da D1, particularmente
da D1 hepatica, ¢ considerada uma importante fonte de T3 plasmatico no estado
eutiredideo em mamiferos (5). Em humanos, entretanto, sua contribuicdo mais
significativa parece ocorrer nos pacientes com hipertireoidismo (11). Além de atuar na
ativacdo do T4, a D1 também participa no rapido clearance do rT3 e na inativacao das
iodotironinas sulfatadas (12). A expressao da D1 ¢ regulada ao nivel transcricional pelo
hormonio tireoidiano. Varios estudos demonstraram que o T3 estimula a sintese da DI
através de um efeito direto sobre a taxa de transcricdo génica da enzima, induzindo
aumentos nos niveis do RNA mensageiro e, conseqiientemente, da proteina (13).

A D2 ¢ uma enzima que catalisa exclusivamente a desiodagdo do anel externo das
iodotironinas desempenhando um papel critico na ativacdo do T4 em diferentes tecidos.
Em humanos, a expressdo da D2 parece ser mais ampla que a da D1, com grande
quantidade de transcritos encontrados na glandula tiredide, cérebro, medula espinhal,
placenta, nos musculos cardiaco e esquelético (8). Embora o principal papel fisiologico
atribuido a D2 seja a producao intracelular de T3, estudos recentes sugerem que a D2
presente no musculo esquelético contribui com uma parcela significativa da producao do
T3 plasmatico em humanos (11). A atividade da D2, de maneira geral, apresenta uma
correlagdo inversa com os niveis séricos dos hormonios tireoidianos, estando aumentada
no hipotireoidismo e diminuida no hipertireoidismo (14). Mecanismos pré e poOs-
transcricionais estdo envolvidos na regulacdo da expressao da D2 pelos hormonios
tireoidianos com papéis distintos para o T3, T4 e rT3. O T3 atua principalmente no nivel
transcricional diminuindo os niveis de RNA mensageiro da D2, enquanto o T4 ¢ o rT3
rapidamente reduzem a atividade enzimatica no nivel pds-transcricional, aumentando a
taxa de ubiquitinagdo e posterior degradagdo da enzima via proteossomas (15,16). Varios
fatores parecem capazes de modular a taxa de transcri¢ao do gene da D2, como o AMPc,
os fatores de transcricdo TTF-1 e PAX-8, a proteina ativadora 1 (AP1) e agentes

adrenérgicos (17). Na tireoide, a expressao da D2 esta relacionada ao grau de estimulo
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tecidual via TSH/AMPc, com aumento da expressao encontrado na Doenga de Graves e
nos adenomas hiperfuncionantes (9).

A D3 catalisa unicamente a desiodagao do anel interno das moléculas de T4 e T3,
resultando na formacao dos metabdlitos inativos rT3 e T2, respectivamente. A expressao
da D3 em humanos ¢ elevada durante o periodo embrionario em tecidos fetais que
incluem figado, cortex cerebral e em estruturas epiteliais dos pulmdes, intestino, pele e
trato geniturinario, assim como também na unidade uteroplacentaria, que inclui a
placenta, camadas sinciotrofobléstica e citotrofoblastica, e no endotélio das vilosidades
coridnicas (18). Essa distribuigdo da desiodase tipo 3 propicia a regulacdo da
transferéncia de hormonios tireoidianos maternos e contribui para reduzir as
concentragdes séricas de T3. Apds o nascimento, a atividade da D3 no figado e no
sistema nervoso central diminui rapidamente, permitindo que em poucas semanas de vida
pos-natal as concentragdes de iodotironinas circulantes se equiparem as encontradas em
adultos, o que sugere a completa maturacdo deste sistema enzimatico. Em adultos
humanos, os tecidos normais com maiores atividades de D3 sdo o utero e a placenta,
seguidos pelo tecido cerebral, pele, hipofise e adrenal (8,19). No cérebro e pele de
diferentes espécies, a atividade e os niveis de mRNA da D3 estdo aumentados no
hipertireoidismo e diminuidos no hipotireoidismo, entretanto os mecanismos envolvidos
nesta regulagdo ainda nao foram determinados (20). Ainda ndo existem dados na

literatura sobre a expressao da D3 em tumores tireoidianos.

1.3. Hormdnios tireoidianos, desiodases e tumorigénese

Como ¢ tipico de outros sistemas hormonais, as acdes dos hormonios tireoidianos
diferem entre os tecidos de um organismo dependendo de diversas variaveis. Assim como
a variabilidade de expressdo de receptores e transportadores hormonais, diferentes
padrdes de metabolizacdo dos HT promovem acgdes individualizadas nas células
dependendo da necessidade do organismo. As iodotironina desiodases participam da
homeostase hormonal tireoidiana ao agirem a nivel pré-receptor nuclear influenciando
nos niveis e na acao dos hormonios tireoidianos tanto no meio intra- como no meio

extracelular (6).
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Muito ja se conhece sobre a participagdo dos hormonios tireoidianos e das
desiodases em processos patologicos, como serd descrito adiante nessa introducao, mas
muito ainda se deve buscar visando elucidar questdes importantes acerca da tumorigénese
e das medidas terapéuticas que poderao surgir desses dados.

Como previamente descrito, os hormodnios tireoidianos participam efetivamente dos
processos de diferenciagao e proliferagao celular. Alguns estudos indicam que, a0 menos
in vitro, os hormonios tireoidianos desempenham algum papel na transformacgao
neoplasica induzida pela radiacdo ou por substincias carcinogénicas (21,22). Outros
estudos tém associado o status tireoidiano a tumorigénese € ao crescimento de tumores
solidos (23,24). Uma das acdes do T3 na proliferacdo de células neoplasicas foi
documentada através do estudo em que Garcia-Silva e cols. demonstraram que
concentragoes fisiologicas de T3 bloqueiam a resposta transcricional sinalizada pela via
RAS nas células de neuroblastoma (25). A repressao pelo T3 dos niveis de ciclina DI,
proteina envolvida na progressao do ciclo celular, parece ser um importante componente
do mecanismo que bloqueia a proliferagao celular RAS-dependente. O T3 consegue inibir
a resposta oncogénica das 3 isoformas RAS (N-, K- e H-RAS) e ambos os receptores do
hormonio tireoidiano (TRa e TRP) parecem mediar esta agao (25).

O envolvimento do T3 na génese tumoral também foi demonstrado em estudos com
camundongos transgénicos, nos quais uma mutagao na isoforma do receptor do hormédnio
tireoidiano TR induziu a formacgdo espontanea do carcinoma folicular da tiredide (26).
Nesses animais, uma mutagdo no ¢xon 10 em que ocorre uma inser¢do C no cdédon 448
produzindo um frameshift de 14 aminoacidos da cadeia carboxi-terminal do TR impede
a ligacdo do T3 ao seu receptor e age como um fator de transcricdo dominante negativo
nos elementos responsivos ao T3 (TREs). Essa mutacao poderia alterar a transcricao de
varios genes regulados por esse hormdnio e que podem estar envolvidos na proliferagdo e
diferenciagdo celular. Com base nessas observacdes, o gene do TR € questionado como
um possivel gene supressor tumoral. E interessante observar que alguns estudos prévios
demonstraram anormalidades na expressao dos TRs, tanto ao nivel do RNA mensageiro
quanto da proteina, sendo que mutagdes somaticas no TRa e no TR foram identificadas
em varios tumores humanos, tais como figado, rim e tiredide (27-30).

Nas neoplasias tireoidianas, as desiodases tém sido questionadas como possiveis
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marcadores de diferenciagdo celular (31,32). No entanto, os dados disponiveis indicam
que ¢ necessario um suprimento adequado de T3 intra-tecidual combinado a sinalizacao
mediada pelos TRs para a manutencdo das caracteristicas diferenciadas das células, a
apoptose e a prevencao do crescimento de clones tumorais (33).

Diversos estudos buscaram avaliar o papel das desiodases em neoplasias
tireoidianas e nao-tireoidianas. Alguns deles avaliaram a expressdo da D1 nas neoplasias
tireoidianas. Kohrle e cols. (31) demonstraram haver grande variabilidade nos niveis de
expressdao da D1 em 10 amostras ndo-pareadas de carcinoma papilar de tire6ide (CPT),
sendo observados desde niveis indetectaveis até niveis elevados de sua expressao. Outro
autor, entretanto, observou baixa deteccdo da proteina de 27 kDa com propriedades da
D1 em 4 de 5 casos de carcinoma papilar (34). J& em um estudo realizado pelo nosso
grupo, Souza Meyer e cols. observaram redugdo significativa nos niveis de RNA
mensageiro ¢ atividade da D1 em todas as 14 amostras de CPT analisadas (35). Essas
alteragdes foram observadas em todos os subtipos histologicos de CPT, que incluiam
desde a forma classica, variante folicular, variante esclerosante difusa até
microcarcinomas, como também nos diferentes estagios clinicos. J& nos adenomas e
carcinomas foliculares da tiredide, os niveis da D1 mostram-se aumentados em relacao ao
tecido normal, o mesmo sendo detectado em amostra de carcinoma de células de Hiirthle.
Esses resultados parecem indicar que a desdiferenciagdo celular da tiredide promove
alteragdes na expressao génica da D1 através de mecanismos pré-transcricionais, um
evento especifico na progressao para o carcinoma papilar (35). Atividade da D1 também
foi descrita no carcinoma anaplasico. Estudos prévios (31,36) relataram niveis muito
baixos ou indetectaveis nesse tipo de carcinoma, com resultados similares em linhagens
celulares correspondentes. No entanto, Souza Meyer e cols. demonstraram niveis
elevados de atividade em 1 amostra de carcinoma anaplasico misto (35). Talvez esses
achados, aparentemente conflitantes, de expressdo da D1 nos carcinomas papilares e
foliculares possam sugerir o tipo histologico a partir do qual ocorreu a desdiferenciacao
tumoral.

Alteragdes na regulagdao da D1 também foram documentadas em linhagem celulares
de células tireoidianas neoplésicas. Nos estudos realizados em linhagens de células

humanas de carcinoma folicular de tire6ide (linhagens FTC 133 e FTC 238), observou-se
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que a D1 perde a resposta ao estimulo fisiologico do TSH e do T3, mas mantém-se
sensivel ao acido retindico, um metabdlito ativo da vitamina A que regula a taxa de
crescimento e diferenciacdo de varios tipos celulares (36). Nessas células, o acido
retindico estimula a atividade da D1 em 5 a 10 vezes. Nas linhagens humanas menos
diferenciadas também ocorre uma perda da resposta ao acido retindico (36).

No que se refere a expressdo da desiodase tipo 1 em outras neoplasias nao-
tireoidianas, foram descritos no carcinoma de células claras, o tipo mais freqliente de
carcinoma renal, niveis indetectaveis de RNA mensageiro e atividade da D1 em todas as
10 amostras analisadas. Os autores especulam que a perda da expressao da D1 seja em
conseqiiéncia da transformagdao neoplédsica ou que a célula-origem desse tumor seja
tubular, que normalmente ndo expressa essa enzima (37). Recentemente foi detectada
expressdao de variantes andmalas da D1 no cancer renal humano (38). A redugdo na
expressao da D1 também foi demonstrada em amostras de adenocarcinoma de figado
quando comparadas ao tecido normal (39), sendo que nas cé¢lulas derivadas de carcinoma
hepatocelular humano (HepG2), um aumento de duas vezes na atividade da DI foi
descrito com o uso do 4cido retindico (36). A atividade da D1 também esta
significativamente reduzida no adenocarcinoma e carcinoma pulmonar de células
escamosas (40). Achados semelhantes foram descritos no cancer de prostata (41).

Em relagdo a regulagdo da D1 em linhagens de células neoplasicas, foi
demonstrado que nas células MCF-7, uma linhagem celular humana de carcinoma de
mama ovariano-dependente, a D1 responde ao acido retindico, enquanto que estd abolida
a regulacao pelo T3 e pelo agonista B-adrenérgico isoproterenol (42). Similarmente ao
que ocorre em outras linhagens celulares neoplasicas, na linhagem menos diferenciada de
carcinoma de mama (MDA-MB-231) nao foi encontrada atividade da D1, tanto nas
condigdes basais como durante o tratamento (42). Esses resultados reforcam a
possibilidade de a D1 ser um marcador de desdiferenciacdo celular como sugerido em
outros estudos (31,32).

Ao contrario do sistema nervoso central (SNC) de ratos, nenhuma atividade da D1
foi documentada no SNC de humanos (43). No entanto, alguns estudos demonstraram
que a DI estd presente tanto na hipofise normal quanto nos adenomas hipofisarios

humanos (44, 45). Niveis muito baixos de RNA mensageiro da D1, quase proximos ao
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limite da detec¢do do método, foram descritos em 50% das amostras de pituitaria normal
e tumoral. Outro estudo detectou atividade da D1 tanto na hipofise normal quanto nos
adenomas hipofisarios, sendo que niveis elevados de atividade da D1 foram descritos em
algumas amostras de tecido normal e de tumores nao-funcionantes ou produtores de
prolactina (45). A tabela 2 sumariza os principais achados sobre a expressdao da D1 nas

neoplasias humanas.

Tabela 2: Expressdo das desiodases nas neoplasias tireoidianas e em outros tecidos neoplasicos. N/A: nao
avaliado.

TIPO TUMORAL D1 D2 D3
RNAmM Atividade RNAmM Atividade RNAm Atividade
P 5 R Normal ou Normal ou : 2
Bacio multinodular de tiredide Aumentada Aumentada N/A N/A
aumentado aumentado
Carcinoma papilar de tiredide Diminuido Diminuida Diminuid Diminuida N/A N/A
Normal ou Normal ou
Carcinoma folicular de tiredide Aumentada Aumentada N/A N/A
aumentado aumentado
Carcinoma medular de tiredide N/A N/A Diminuida Normal N/A N/A
Carcinoma anaplasico de tiredide N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Diminuido ou Diminuida ou
Carcinoma renal de células claras N/A N/A N/A N/A
indetectavel indetectavel
Adenocarcinoma de figado N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Adenocarcinoma e Carcinoma de células
N/A Diminuida N/A Inalterada N/A N/A
escamosas de pulmio
Carcinoma de prostata Diminuicio da 5" -desiodagio N/A N/A
Carcinoma de mama N/A Diminuida N/A N/A N/A N/A
Adenoma de hipifise Diminuido Diminuida Aumentado Aumentada  Aumentado  Inalterada
Coriocarcinoma N/A N/A Aumentado Aumentada
Mesotelioma N/A N/A Aumentado Aumentada N/A N/A
Osteossarcoma N/A N/A Diminuid Diminuida N/A N/A
Hemangioma N/A N/A N/A N/A Aumentade  Aumentada
Hemangioendotelioma N/A N/A N/A N/A Aumentado  Aumentada
Carcinoma basocelular N/A N/A N/A N/A Aumentado Aumentada
Gliossarcomas N/A N/A Aumentada Aumentada Aumentada  Aumentada
Astrocitomas N/A N/A Aumentado Aumentada Diminuido Diminuida

Atividade enzimatica da D2 foi descrita no carcinoma papilar da tiredide como
reduzida o que, segundo os autores, pode ser secundario a transformagao neoplésica (46).
Um dado interessante ¢ que nas variantes foliculares dessa neoplasia, nao se observa uma
reducgdo significativa nos niveis de expressao da enzima em relacdo ao tecido tireoidiano

normal (47). Semelhante ao que foi observado na expressdao da D1 nas lesdes foliculares,
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os niveis de RNA mensageiro da D2 nos adenomas e carcinomas foliculares sdo similares
ao tecido ndo-neoplasico (47), enquanto que nos adenomas foliculares hiperfuncionantes
¢ observada uma alta expressdao da D2 (9,48). Entretanto, ¢ interessante notar que em
metastases de carcinoma folicular foram descritos altos niveis de atividade da D2 que
determinavam um persistente aumento da relacdo sérica de T3/T4 nos pacientes
(35,49,50). Em conseqiiéncia do aumento da atividade da D2 no tumor, pacientes com
grandes e/ou multiplas metastases de carcinoma folicular podem apresentar um quadro
clinico de T3-tireotoxicose devido ao aumento da conversao do T4 exdgeno pelo tecido
tumoral (50).

Em estudo recentemente publicado pelo nosso grupo, Souza Meyer e cols. puderam
demonstrar a expressao da D2 no carcinoma medular de tiredide, um tumor originado de
células parafoliculares tireoidianas, embriologicamente distintas das células foliculares
(51).

A D2 esta normalmente expressa no tecido cerebral humano, sendo que em
neoplasias cerebrais foram identificados receptores dos hormdnios tireoidianos,
indicando um possivel envolvimento desses hormonios na proliferacao celular desse tipo
tumoral (43,52,53). A atividade da D2 foi identificada em astrocitomas, glioblastomas e
oligodendrogliomas, apresentando forte correlagdo com os niveis de RNA mensageiro,
sugerindo uma regulagdo pré-transcricional da expressao dessa enzima nos tumores
cerebrais (46). Os maiores niveis de atividade foram encontrados nos gliossarcomas (54).
Por outro lado, nenhuma atividade de desiodacdo do T4 foi detectada nos meningiomas,
que sao derivados de células da aracnoide, em contraste aos gliomas que se originam das
células gliais, provavelmente devido a origem embriologica distinta desses tumores (55).

Além do seu papel na regulacao da secrecdo de TSH através do feedback negativo,
os hormonios tireoidianos parecem estar envolvidos na regulacdo do crescimento e
diferenciagdo da célula hipofisaria (56,57). Com excecdo dos tumores hipofisarios
secretores de ACTH e GH, os demais tumores hipofisarios apresentam um aumento
significativo nos niveis de RNA mensageiro e na atividade da D2 quando comparados
com a pituitaria normal (44). A maior atividade da D2 parece ocorrer nos subtipos
produtores de TSH e prolactina, quando comparados aos tumores nao-funcionantes, aos

produtores de GH e ACTH (45). Segundo os autores, esses resultados demonstram que
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apesar da transformacao tumoral, a D2 permanece ativa, mantendo o seu papel na funcao
e regulacdo da hipdfise anterior humana.

Viérias linhagens celulares tumorais humanas apresentam atividade da D2. As
células JEG3, uma linhagem de coriocarcinoma humano, mantém a expressao da D2
apesar da transformacao tumoral e sua responsividade ao tratamento com AMPc (58).
Células MSTO-211H, uma linhagem de mesotelioma humano, expressam o gene da D2,
apresentando niveis de RNA mensageiro 40 vezes mais elevados do que as células
mesoteliais normais (59,60). Foi encontrada uma atividade aumentada da D2 nessas
células tumorais, aproximadamente 40% maior do que a encontrada em tecidos de
pacientes com Doenca de Graves (60). A D2 também foi identificada em células de
osteossarcoma humano (SaOS-2), embora com expressao reduzida quando comparada as
células osteoblasticas normais (NHOst) (61). Nessas células tumorais, tanto os niveis de
RNA mensageiro quanto a atividade enzimatica aumentam rapidamente sob o estimulo
do TSH. Além disso, as trés isoformas de receptores do T3 foram encontradas, sugerindo
um possivel papel do T3 gerado localmente pela D2 na maturacdo e remodelamento do
osso normal. A presenca da D2 também foi descrita em carcinomas de pulmao, similares
ao tecido circunjacente (40). A tabela 2 sumariza os principais achados sobre a expressao
da D2 nas neoplasias humanas.

A relagao direta entre D3 e a proliferagdo celular foi inicialmente definida em
estudos com retinas de um anfibio anuro africano chamado Xenopus laevis, nas quais a
expressao de D3 na zona marginal ciliar dorsal inibe a proliferagdo horménio tireoidiano-
dependente e facilita o crescimento assimétrico retiniano necessdrio para a visao
binocular normal. Para demonstrar a relevancia funcional da D3, esse evento
morfogénico ¢ interrompido em larvas de anfibios aqudticos tratados com &cido
1opanoico, um inibidor competitivo da atividade catalitica da D3 (62). A expressao da D3
também tem sido associada com alteragdes na proliferacdo de células mamiferas
indiferenciadas, ilustrada pelo relato de que precursores isolados de células adiposas
marrons expressam niveis elevados de mRNA e atividade da D3 durante proliferagao
(63).

Apesar da expressdo da desiodase tipo 3 mostrar-se elevada nos tecidos

embrionarios, sua atividade decresce apos o nascimento. Com excecdo do sistema
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nervoso central e de outros poucos tecidos que compartilham a rapida proliferacdo de
células progenitoras como células endometriais uterinas (18) e foliculos da pele (64), a
atividade de D3 ¢ indetectavel na maioria dos tecidos maduros, incluindo o figado (65).

No entanto, dados recentes t€m documentado a reativagao da D3 apds o nascimento
em tecidos normais durante enfermidades criticas (19,66) e em alguns estados
patologicos, que incluem infarto do miocardico em ratos (67), insuficiéncia cardiaca
hipertréfica por doenga hipoxico-isquémica (68,69), inflamacao crénica (70,71) e lesdao
neural (72).

Achados interessantes acerca do papel da desiodase tipo 3 na regeneragdo tecidual
recentemente demonstraram que as conseqiiéncias da expressdao dessa enzima vao além
da resposta a injuria, com potencial implicagdo na cicatrizagdo de tecidos. No estudo de
Kester e cols. foi demonstrada indu¢ao marcante da atividade da D3 em hepatectomia
parcial, que constitui um modelo classico de regeneragao tecidual. Esse procedimento
leva a uma redugdo expressiva das concentragdes séricas e teciduais dos hormonios
tireoidianos, demonstrando a habilidade da enzima em controlar tanto o status sistémico
como local desses hormonios. A atividade da D3 est4 relacionada com a incorporagao
pelo hepatocito de bromodeoxiuridina, proporcionando uma nova evidéncia quantitativa
que sustenta a hipotese de que D3 promove a proliferagdo tecidual (73).

No que se refere a tumorigénese, diversos autores t€ém demonstrado o papel da D3
na proliferacdo celular tumoral em diversos tecidos. A existéncia de atividade da D3 no
cérebro humano adulto parece ser responsavel pela inativagao dos hormdnios tireoidianos
no sistema nervoso central (43,55). Nauman e cols. (54) determinaram a concentragao
celular de T4 e T3 e a atividade enzimdtica em tecidos de gliomas humanos com varios
graus de malignidade e em tecidos cerebrais normais. A atividade da D3 estava
aumentada em todos os casos de gliossarcoma, em 9 de 10 casos de glioblastoma
multiforme, mas diminuida em astrocitoma grau II e grau III. Os autores sugerem que
essas alteragdes podem estar relacionadas com a progressao maligna.

Estudos prévios nao identificaram a expressdao da D3 em linhagem celular derivada
da hipdfise anterior humana (74). No entanto, a andlise de adenomas hipofisarios
demonstrou niveis de RNA mensageiro aproximadamente 7 vezes mais elevados do que

no tecido hipofisario normal. Maior expressao foi encontrada nos tumores secretores de
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TSH (13 vezes), seguidos pelos produtores de ACTH (7 vezes), nao-funcionantes (7
vezes) e pelos produtores de GH (6 vezes). Mesmo assim, a atividade enzimadtica foi
detectada somente em 3 de 16 tumores (18%), todos ndo-funcionantes (44).

A presenca da D3 ¢ freqlientemente relatada em anormalidades vasculares
(20,75,76). O RNA mensageiro ¢ a atividade da D3 foram identificados em hemangiomas
infantis em niveis aproximadamente sete vezes maiores do que na placenta, um 6rgao que
normalmente expressa uma grande quantidade dessa enzima. Como a D3 inativa os
hormonios tireoidianos, o crescimento tumoral ou a presenga de grandes hemangiomas
pode provocar hipotireoidismo severo e de dificil tratamento (75). O primeiro caso
relatado foi de uma crianca de 3 meses de idade com varios hemangiomas hepaticos e
hipotireoidismo primario refratario a altas doses de L-tiroxina para restabelecimento do
eutireoidismo e da secrecao normal de tireotrofina (TSH). Os altos niveis de atividade da
D3 no tumor determinam uma maior degrada¢ao dos hormdnios tireoidianos, sendo que o
hipotireoidismo resolve com a resseccdo ou involugcdo do tumor (75). Recentemente
foram descritos niveis elevados de atividade da D3 em um caso de recorréncia de
hemangioma hepatico com hipotireoidismo consumptivo, de uma crianca do sexo
feminino que aos quatro meses de idade apresentava hemangiomas hepaticos difusos em
tratamento para hipotireoidismo congénito, com niveis séricos de rT3 elevados. Houve
melhora do hipotireoidismo com a involugdo dos hemangiomas propiciada pelo
tratamento farmacologico com prednisona e interferon-a. Aos 20 meses de vida, 7 meses
ap6s a descontinuagdo das medicagdes, houve recorréncia local de um hemangioma
hepatico, cirurgicamente removido. Amostras analisadas deste hemangioma ressecado
apresentaram expressao e atividade da D3 elevadas, quando comparadas com tecido
placentario (77).

Os hemangiomas cutaneos também podem expressar niveis elevados de D3 (19).
Nos adultos, a atividade aumentada de D3 em hemangiomas pode ser causa de
hipotireoidismo subclinico (76). Dessa forma, uma alta suspei¢do para hipotireoidismo
deve-se ter em criangas e adultos com grandes tumores vasculares.

Uma nova conexao entre a D3 e a proliferacao de células tumorais foi revelada pelo
estudo com carcinomas basocelulares, no qual D3 mostrou promover a proliferacao de

queratinocitos malignos através da inibicdo da acdo dos hormonios tireoidianos
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circulantes. Os queratinocitos que expressavam D3 tiveram niveis mais elevados de
proliferagdo mensuradas pela expressao de ciclina D1 e consumo de timidina. Esse
achado foi confirmado in vivo pelo uso de modelo com camundongos sem pélos ao
demonstrar que naqueles cujo carcinoma basocelular possuia deplecdo endogena de D3
os tumores cresciam muito mais devagar (64).

Na busca de um maior entendimento do papel da D3 na regulacdo dos hormonios
tireoidianos, alguns estudos tém avaliado a expressdo dessa enzima em diferentes
linhagens celulares humanas. A atividade ¢ o RNA mensageiro da D3 estdo presentes e
fortemente correlacionados nas células de carcinoma de endométrio (ECC-1), carcinoma
de mama (MCF-7) e de neuroblastoma (SH-SY5Y) (20). A presenca da atividade da D3
nas c¢lulas MCF-7, segundo os autores, pode indicar que essa enzima pode estar expressa
no tecido mamario somente em certas situagdes fisiologicas, tais como no periodo de
lactagdo. Os estudos regulatérios demonstraram que o estradiol aumentou a atividade da
D3 somente nas cé¢lulas ECC-1, sugerindo uma contribui¢ao desse hormonio na indugao
da D3 no utero gravidico. Além disso, a incubacao com dacido retindico determinou o
aumento em 2 a 3 vezes na atividade da D3 nos tipos ECC-1 ¢ MCF-7, mas redu¢do nas
células SH-SYSY, demonstrando com esses resultados uma regulacdo especifica
conforme o tipo celular. A expressao da D3 nao foi afetada pelos hormonios tireoidianos
ou pelo AMPc em nenhum tipo celular (20). Esses resultados caracterizam a perda do
estimulo fisiologico dos hormonios tireoidianos em decorréncia do processo neoplasico.
A tabela 2 sumariza os principais achados sobre a expressao da D3 nas neoplasias
humanas.

Resumindo o papel das desiodases na tumorigénese at¢é o momento, nos tumores
humanos de origem epitelial provenientes de tecidos que normalmente expressam a DI
ocorre geralmente uma redugdo na expressao dessa enzima no tecido neoplasico. No
entanto, a expressao da D2 encontra-se inalterada ou mesmo aumentada, com exce¢ao do
carcinoma papilar da tiredide. Uma possivel explicagdo, embora especulativa, ¢ que a
redugdo da expressdo da D1 nos tumores possa decorrer da perda da resposta fisiologica
ao T3. J4 o mecanismo para as alteracdes na expressao da D2 parece ser mais complexo,
em funcdo de essa enzima apresentar regulacdo pré e pods-transcricional. De qualquer

modo, € necessario determinar se as anormalidades na expressao das desiodases,
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principalmente da D2, sao simplesmente uma conseqiiéncia da transformacao celular ou
parte do processo de patogénese tumoral. Futuros estudos funcionais dessas enzimas em
células tumorais auxiliardo no entendimento dessa questdo. Até o momento, as
repercussoes da expressao anormal das desiodases nos tumores humanos sdo evidentes
em metastases de carcinoma folicular da tiredide e em tumores de origem vascular, € no
que diz respeito ao comportamento das desiodases do carcinoma papilar de tiredide e de
formas benignas da doenga tireoidiana nodular, a atividade a desiodase do tipo 3 parece

estar presente e ativa como descrito no artigo original desta dissertagao de mestrado.
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Abstract:

Introduction: Deiodinase type 3 (D3) overexpression has been described in malignant
cell lines and human tumors. Few data is available on D3 expression in thyroid neoplasias.
Objective: To evaluate D3 expression in papillary thyroid carcinoma (PTC) and
correlate with pathological and oncological data.

Methods: Tumoral and corresponding normal thyroid tissues were evaluated from 18

unselected patients. D3 mRNA levels were measured by Real-Time PCR and its activity
was determined by paper descendent chromatography measuring T2 released after
incubation with '**I-T3. Functional studies of D3 were done in K1 cells, a human PTC cell
line.

Results: D3 mRNA expression was present in all tissues (18 paired tumor/normal

tissues) and significantly increased in PTC compared with adjacent normal thyroid tissues
(~5 fold, P=0.001). A higher level of D3 activity was detectable in PTC (0.79+0.51
fmol/min/mg.prot) whereas no activity was found in corresponding normal thyroid tissues.
D3 activity was significantly associated with tumor size and tumor stage (P=0.002 and
P=0.003, respectively). Additional analysis in K1 cells showed that D3 activity was down
regulated by hypothyroidism and enhanced by T3 and cAMP.

Conclusion: These results indicate that the malignant transformation of thyroid

follicular cell induces D3 expression by pre-transcriptional mechanisms. The association
between increased levels of D3 activity and advanced disease further supports a role for

intracellular T3 concentration in the thyroid cell proliferation or/and dedifferentiation.
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Thyroid hormone influences a wide variety of biological events that includes the
balance between proliferation and differentiation. Thyroid hormone signaling results
from the interaction of T3 with nuclear receptors that, in concert with other transcription
factors, stimulate or repress the expression of target genes, some of which are involved in
the control of cellular proliferation (Yen PM, 2006). In addition to factors that impact
thyroid status systemically, thyroid hormone signaling is also modulated locally in the
tissue microenvironment by ligand activation and inactivation (Bianco AC, 2005). Type
1 (D1) and type 2 (D2) iodothyronine deiodinases catalyzes the activation of the T4 pro-
hormone into T3 via outer-ring deiodination. In contrast, type 3 iodothyronine deiodinase
(D3) catalyzes the inactivation of both T4 and T3 via inner-ring deiodination. D2 plays a
critical role in providing local T3 to regulate intracellular T3 concentration and also
seems to be an important source for circulating T3 in euthyroid and hypothyroidism,
while D1 responds for the majority of T3 production in hyperthyroidism (Maia, 2005).
D3 is the major inactivating pathway typically expressed in developing tissues.

Thyroid cancer is the most common endocrine malignancy and accounts for
approximately 1% of all human cancers. Follicular cell-derived thyroid cancers are
classified into papillary thyroid cancer (PTC), follicular thyroid cancer (FTC) and
anaplastic thyroid cancer. Both PTC and FTC constitute a group of differentiated thyroid
cancers that exhibit evidence of follicular epithelial cell differentiation, such as iodine
uptake and organification, and are usually treated successfully by primary surgical
excision, radioiodine therapy and levothyroxine suppression (Maia AL, 2007; Cooper
DS, 2006). PTC is the most common histotype of DTC and accounts for 85-90% of all
thyroid malignancies (Franceschi S, 1993). The majority of patients with DTC have a
favorable outcome, especially in those younger than 45 years at the time of diagnosis,
with an overall 10-year relative survival rate over 90% (Tsang RW, 1998). However, up
to 35% of patients experienced tumor recurrence during a 40-year follow-up and 35,000
patients worldwide die from thyroid cancer each year (Dohan O, 2001).

The majority of PTCs present constitutive activation of oncogene signaling
pathways such as RET/PTC gene rearrangement, NTRKI1 rearrangement and/or
BRAFV6OOE, a serine/threonine kinase mutation (Kimura ET, 2003; Xing M, 2005; Frattini
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M, 2004). Among these abnormalities, BRAF"**°F is the most common genetic alteration,
occurring in ~50% of PTCs, particularly in the more aggressive subtypes such as tall-cell
PTC (Kimura ET, 2003; Nikiporova, 2003). Various degrees of abnormalities have
already been demonstrated in the expression of major proteins involved in the complex
machinery of thyroid hormone synthesis, such as thyroglobulin, thyroperoxidase, TSH
receptor and Na®™/I®' Symporter (Brabant, 1991; Otha, 1991; Lazar, 1999). Previous
studies focusing on deiodinase type 1 (DIOI) and type 2 (DIO2) gene expression in
benign and malignant thyroid tumors have demonstrated that D1 and D2 expression are
diminished in tumoral tissue suggesting these proteins as markers of follicular cell
dedifferentiation (Souza Meyer, 2008; Souza Meyer, 2005; Arnaldi, 2005; Murakami,
2001; Huang, 2001). There are no data on DIO3 expression in normal or neoplastic
thyroid tissue.

A potential role of D3 enzyme in the control of thyroid hormone metabolism and
action during tumorigenesis has been suggested. D3 expression have been identified in
some malignant cell lines and in a number of human tumors, including hemangiomas,
pituitary gland adenoma, brain tumors and basal cell carcinomas (Kester, 2006; Dentice,
2009; Huang, 2005). Since T3 induces differentiation, a local hypothyroidism state could
favor tumoral cell growth and/or dedifferentiation. Indeed, recent studies in basal cell
carcinoma indicated a functional correlation between D3 activity and cell proliferation
(Dentice, 2007). Little is known about the thyroid hormone inactivation metabolism by
D3 in normal and tumoral thyroid tissue.

Here we have investigated the expression of D3 in human thyroid neoplasias and
were able to found high levels of D3 mRNA and its activity in all samples of PTC
analyzed, as also in samples of multinodular goiter. In PTC patients, interestingly, the
increased D3 activity was associated with tumor size and tumoral stage, supporting a role

for intracellular hypothyroidism in tumor proliferation.

Patients and Methods

Patients and tissues
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Patients attended at the Divisions Endocrine or the Head and Neck Surgery at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre who underwent total thyroidectomy, independently
indicated by attending physicians, and have had the histopathological diagnosis of PTC,
provided samples for analysis of thyroid tissue from both tumor and normal adjacent
region. All tissues obtained from these thyroidectomies were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at -70° until analysis. Tumors were histological classified according
to WHO recommendations (Hedinger, 1988). Clinical data were retrospectively reviewed
in medical records. The clinical stage was determined by the Tumor/Node/Metastases

(TMN) system (Greene and Sobin, 2002).

Real-time PCR

Total RNA was extracted from normal or neoplasic tissue using Trizol (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA) and cDNA was synthesized using SuperScript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA). The
generated cDNAs were used in a real-time PCR using SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in ABI Prism 7500 Sequence Detection
System (Aplied Biosystems, Foster City, CA, USA). Samples were measured by relative
quantification (change in expression in the experimental group versus control; untreated
versus treated cells). The data generated by the ABI Prism 7500 system SDS software
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) were then transferred to an Excel
spreadsheet and the experimental values corrected by that of the cyclophilin standard.
Oligonucleotides for hD3: 5-ACTTCCTGCTGGTCTACATTGATG-3' and 5'-
CTTCCTGGTTCTGGTGCTTCTTC-3', hD2: 5'-ACTTCCTGCTGGTCTACATTGATG-3' and
5-CTTCCTGGTTCTGGTGCTTCTTC-3' and for internal control cyclophilin A: 5'-
GTCAACCCCACCGTGTTCTTC-3' and 5'-ACTTGCCACCAGTGCCATTATG-3” were used.

Cell Culture

Human papillary thyroid carcinoma cell line K1 was purchased from HPA
Culture Collections (UK) and grown in DMEM:Ham’s F12:MCDB105 (2:1:1) plus

glutamine (2mM) and 10% fetal bovine serum. Cells were maintained at 37°C in a
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humidified atmosphere of CO2 (5%) and air (95%), and the culture medium was changed
three times a week.

To evaluate the D3 regulation we used the K1 cell line. Cells were cultured for
18—24h in DMEM 0.1% BSA. T3 (10-200uM), (Bu)2cAMP (1mM), TGFf (10-40ng/ml),
or iopanoic acid (20uM) were added to the medium at the times indicated. All reagents
were obtained from Sigma—Aldrich (St. Louis, MO). K1 cells were incubated with
medium + vehicle (2% DMSO, control), or medium containing the specified compound
for ~16 h. Each experiment was performed with duplicate dishes for each condition. At
the appropriate times, cells were harvested and processed for total RNA extraction or

measurement of D3 activity.

Assay of D3 activity

D3 activity in cell sonicates was determined using paper chromatography as
previously described (Hernandez A, 2006; Galton VA, 2009). Detailed protocol was
kindly provided by Dr. Valerie Galton. Cells were harvested and sonicated with Tris-HCI
(10mM), 0.25 sucrose pH 7.5 buffers. Tissue homogenates were incubated for an hour
with 200,000cpm ['*°I] labeled T3, T3 (2nM) and DTT (20mM). The reaction was
stopped by adding ethanol 95% (200ul), NaOH 0.04N (50ul) and PTU (5mg).

Deiodination was determined based on the amount of ['*1]-3,3"-T2 produced
after separation of reaction products by paper chromatography.

Results were presented as the mean values derived from at least 2 independent

experiments.

D3 Immunohistochemistry

The rabbit polyclonal D3 antibody D3-718 was affinity-purified as described
previously (Dentice, 2007). D3 antibody 676 (Boelen A, 2005) was kindly provided by
Dr. Domenico Salvatore.

Immunohistochemistry was performed on 6 um sections of previously formalin-
fixed and paraffin-embedded tissues. Sections representing PTC or normal thyroid tissue

were submitted to routine immunohistochemical technique, which comprises
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deparaffination and rehydration, antigenic recovery, inactivation of endogenous
peroxidase, and blockage of unspecific reactions. Primary antibodies were incubated
overnight at a temperature of 4°C, at dilutions of 1:400 (the same antibody concentration
was also used for control) followed by application of streptavidin horseradish peroxidase
conjugate (LSAB; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), and diaminobenzidine
tetrahydrochloride (Kit DAB; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA).

Placenta tissue was used as a positive control, whereas the negative control was

obtained by omission of the primary antibody.

BRAF V600E Mutation Analysis

DNA was extracted from 6um slides from PTC paraffin-embedded formalin-fixed
tissue blocks using the Magnesil Genomic Fixed Tissue System (Promega, Madison, WI,
USA) according to the manufacturer’s instructions. The BRAF exon 15 was amplified by
PCR using oligonucleotides for BRAF exon 15:5°-ACCTAAACTCTTCATAATGCTTGCT-
3’ and 3’-CTGATTTTTGTGAATACTGGGAACT-5".

To PCR amplification we used 100-300 ng/ml of DNA in a 25 pl reaction mix
containing pH 8.0, Tris—HCI (20 mM), KCI (50 mM), MgCl, (2 mM), 0.2mM dNTPs, 0.2
mM of each primer, and 1.25 U Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life
Technology, NY, USA). V600E mutation genotyping was performed using direct
sequencing.

For sequencing, PCR products were purified using the GFX PCR DNA
purification kit (GE Healthcare, Buckinghamhire, UK) and submitted to direct
sequencing using the Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical analysis

Data are expressed as median and interquartile interval (P25-P75) for clinical
features unless otherwise indicated. D3 activity was expressed as media = SD. The
association between D3 activity and tumor size and tumor stage was obtained by
Spearman coefficient correlation. Statistical analysis was performed using Mann-

Whitney or Kruskal-Wallis test, as appropriate, and P < 0.05 was considered significant.
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Results

Patients

The clinical and oncological characteristics of the 18 patients with PTC included
in this study are shown in Table 1. The mean age was 45.67+14.9 years and 61.1% were
female. A total of 38.9% (n=7) of the patients had linfonodal metastasis while 22.2%
(n=4) presented distant metastases. The median size tumor was 2.3cm (0.8-8). At the time
of the surgery, all patients presented normal serum TSH levels (0.4-4 UI/L). The clinical
features of the 18 patients with multinodular goiter (MNG) also included in this study are
shown in table 1. The mean age was 55+15.17 years at the time of surgery and 66.7%

were females. The median goiter weight was 32.5 (9-162) gr.

Type 3 deiodinase expression

D3 transcripts were detected in all samples analyzed. Surprisingly, D3 mRNA
was higher in PTC samples when compared with normal surrounding tissue (~5 fold,
P=0.0001, Figure 1B). Accordingly, D3 activity was readily present in PTC samples
(0.79+0.51fmol/mg.prot.min) whereas nearly undetectable in the surrounding normal
tissue (Figure 1D). Immunohistochemistry assay with D3 antibody showed a strong
positive staining in the thyroid cancer cells but rarely in stromal cells or surrounding
healthy thyroid tissue (Figure 2).

Since thyroid hormone inactivation could be involved in tumor proliferation, we
speculate on a potential correlation between increased D3 activity and tumor behavior.
Indeed, D3 mRNA and activity were strongly correlated with tumor size and tumor stage
(r=0.55, P=0.002 and r=0.68, P=0.003, respectively) (Figure 3).

Next we investigated whether D3 expression would also be induced in benign
thyroid neoplasias. Similarly to what was observed with PTC samples, D3 mRNA was
detected in all multinodular goiter samples analyzed and was significantly increased in
tumor (~2.5 fold when compared to normal surrounding tissue, P=0.001, Figure 1A).
Augmented D3 mRNA in multinodular goiter was paralleled by increased D3 activity,

whereas normal tissue showed nearly undetectable D3 activity (0.25+0.2
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fmol/mg.prot.min, P<0.001, Figure 1C). There was no association between D3 activity
and clinical features of goiter patients, such as gender, age or weigh of goiter (P=0.58,

P=0.89, P=0.38, respectively).

Association between BRAF "*°* mutation and type 3 deiodinase activity

Since BRAF mediates the signal transduction of the MAPK, and this pathway is
known to regulate D3, we next sought to investigate whether BRAF"*°°* mutation could
interfere with D3 activity. Of the 14 PTC samples analyzed, 5 (35.7%) were positive for
BRAF " mutation. There were no differences in clinical features (sex, age, tumor size
and local or distant metastases, P= 0.5, 0.9, 0.5, 0.49 and 1, respectively) between the
patients who presented the BRAF mutation and those who were negative. Interestingly,
D3 activity was significantly increased in BRAF Y**F mutated PTC samples as compared
with those who did not present the mutation (1.05 (0.56-1.38) vs. 0.33 (0.30-0.52)
fmol/mg.prot.min, P=0.026, Figure 5).

D3 expression in PTC cell line

To assess the regulation of DIO3 gene in PTC, we evaluate D3 mRNA and
activity levels in a papillary thyroid tumor cell line (K1 cells). This cell line has been
recently established to be papillary thyroid cancer and presents the V600OE BRAF
mutation (Pilli, 2009). In agreement with the results observed in PTC samples, D3
mRNA and activity were readily detected in K1 cell sonicates. Incubation with SeO4
(100nM), (Bu)2cAMP (1mM) or T3 (10nM) induces significant increase in D3 activity
(1.9£0.1 vs. 2.71£0.25 vs. 5.97+0.08 vs. 3.62+0.12 fmol/mg.prot.min, respectively,
P<0.001), whereas D3 activity was abolished by iopanoic acid (20uM) or by high T3
doses (200nM) (Figure 4A).

We next aimed to determine whether D3 activity in K1 cells respond to TGFf
stimulation. An 8-h incubation with of TGFpB (10ng/ml) promoted a ~3.7 fold induction
in D3 mRNA whereas enzyme activity increased in a dose dependent way (2.01+0.01 vs.

2.26+0.05 vs. 4.06+0.08 fmol/mg.prot.min respectively, P<0.0001, Figure 4B).
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Discussion

In the present study, we demonstrated that D3 enzyme is highly expressed in PTC
tissues and associated with tumor stage and tumor size. Immunohistochemistry confirmed
a strong staining for D3 in the primary tumor as well as in the metastatic tissue. The
biochemical and molecular properties of D3 enzyme in K1 cells, a human PTC cell line,
were preserved despite follicular cell derangement. Interestingly, the more elevated D3

activity levels were observed in those patients with BRAF Y

mutation, leading to a
previously unknown mechanism of tumoral cell signaling that can be implicated in
increased malignancy in papillary thyroid cancer.

Although D3 is highly expressed in developing organs, it is undetectable in most
mature tissues, including the liver (Richard K, 1998). In adults, D3 is predominantly
expressed in brain and skin (Campos-Barros, 1996; Huang, 1985). In the past few years,
some studies started to unravel an important role of D3 in both health and disease. While
much has been described about the functions of D1 and D2, the D3 reactivation has now
been documented in a number of pathological states, including tumorigenesis and critical
illness (Huang SA, 2000; Huang SA, 2008; Peeters, 2003; Wassen, 2002; Olivares,
2007). Here we demonstrates that D3 overexpression is also observed in benign and
malignant thyroid tissues in which D3 expression seems to be proportional to the degree
of cellular dedifferentiation. Compared to normal follicular thyroid tissue, D3 was
substantially augmented in PTC samples whereas MNG tissues showed an intermediate
augment.

A very interesting point observed here is our finding of a strong correlation
between tumor size and stage and the higher levels of D3. The role of reactivated D3 in
cancer has not been fully elucidated. A recent connection established between D3 and
tumor cell proliferation was revealed in basal cell carcinoma (BCC) where D3 was shown
to promote the proliferation of malignant keratinocytes by inhibiting the action of
circulating thyroid hormone (Dentice, 2007). In the same setting, D2 degradation was
induced, contributing for reduction of thyroid hormone action in the microenvironment
(Dentice, 2007). This phenomenon could represent a proliferative advantage for tumoral

cells versus the corresponding normal tissue. In fact, the direct effect of thyroid hormone
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in cell proliferation and differentiation was also demonstrated in experiments with
hypothyroid nude mice, since tumors induced in these animals where more aggressive
with a strong incidence of distant metastasis (Martinez-Iglesias, 2009). This seems to be
the case also in PTC, since the higher levels of D3, leading to an intracellular
hypothyroid ambient, correlates with tumor aggressiveness.

The BRAFY*’* mutation is the most frequent genetic event in thyroid cancer,
particularly in PTC and has been associated with more aggressive forms of the tumor
(Riesco-Eizaguirre G, 2009). BRAF is a serine-threonine kinase that mediates the signal
transduction of the MAP/extracellular signal-regulated kinase (ERK) of the MAPK
pathway. Since D3 is already known to be regulated through this same pathway, we then

hypothesized that the BRAF gain-of-function mutation BRAF"®"F

, which provides an
aberrant activation of downstream effectors of the cascade, could also interfere in the D3
activity. In fact, we observed that the BRAF positive samples showed a ~3 fold higher
D3 activity, which could act in synergism leading to a more aggressive tumoral behavior.
In normal thyroid cells, TGFp inhibits proliferation and induces apoptosis. In tumoral
cells, however, overexpressed TGFp loses its original properties and is implicated on
dedifferentiation and tumor invasion. It has been recently demonstrated that the
MAPK/ERK pathway is essential for cells to migrate and invade after BRAF activation,
and that TGFPB has a strong cooperative effect in this process. Besides, there is a
widespread activation of TGF in human PTC and this is associated with extrathyroidal
extension, nodal metastasis and BRAF status.

Besides a well-known correlation between changes on D3 mRNA and D3 activity,
little is known of the molecular mechanisms that control this. Additional analysis in the
K1 cells, a human PTC cell line, demonstrated that D3 is highly induced by TGFp in a
dose-dependent manner. Recent studies have shown that the Dio3 gene is
transcriptionally induced by TGFpB via Smad and MAPK-dependent pathway (Huang,
2005). The various isoforms of TGFP are growth-inhibiting cytokines for cells of
epithelial origin. In the early stages, TGFf acts to arrest the growth of many cell types,
whereas later in cancer progression it contributes to tumor invasiveness by changing the
cell differentiation program (Zavadil, 2005; Huang, 2005). TGFp expression and the

intracellular mechanisms that mediate its action are known to be overexpressed not only
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in multinodular goiter, but also in PTC (Matsuo, 2010; Santarpia, 2010; Pisarev, 2009;
Matoba, 1998). Likewise, it seems that this pathway is important for PTC invasion
(Vasko, 2007). Here we have shown that D3, highly induced by TGF in thyroid cancer
cells, can determine a novel mechanism of tumor dedifferentiation and aggressiveness.

In conclusion, the present results indicate that the malignant transformation of
thyroid follicular cell induces D3 expression by pre-transcriptional mechanisms. The
association between increased levels of D3 activity and advanced disease further supports
a role for intracellular T3 concentration in the thyroid cell proliferation or/and

dedifferentiation.
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Table 1: Clinical and oncological/pathological characteristics of the patients

with papillary thyroid carcinoma and multinodular goiter

PTC Patients Sex Age Tumor Size ~ Tumor Invaded organ
Patient no./ (years) (cm) Stage

1 M 54 1.5 1
2 M 54 8.0 2 Cervical lymph nodes
3 M 73 7.5 3 Cervical lymph nodes
4 M 26 1.3 1
5 F 56 2.5 2 Cervical lymph nodes
6 F 38 1.8 1 Cervical lymph nodes
7 M 51 0.9 1 Cervical lymph nodes
8 F 36 1.0 1
9 F 64 8.0 2
10 F 50 2.3 2
11 M 64 1.5 1
12 F 24 0.8 2 Cervical lymph nodes
13 F 36 2.5 1
16 F 54 0.8 3 Cervical lymph nodes
15 M 23 2.3 2 Lung and Cervical lymph nodes
16 F 27 6.4 2 Lung and Cervical lymph nodes
17 F 50 2.5 4 Lung and Cervical lymph nodes
18 F 42 2.7 2 Lung and Cervical lymph nodes

Goiter Patients Sex Age Goiter

Patient no./ (years) Weight (gr)

1 M 37 15
2 M 23 13,7
3 F 50 12,5
4 F 61 9
5 F 93 137
6 F 41 40
7 F 45 25
8 F 61 115
9 F 51 160
10 F 74 25
11 F 60 68,4
12 F 64 30
13 F 47 65
14 F 53 12
15 F 65 98
16 F 55 37
17 F 64 130
18 F 57 28
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Figure Legends

Figure 1 D3 expression and activity in multinodular goiter and human papillary thyroid

carcinoma (PTC). (A) D3 mRNA expression levels in normal tissue and multinodular
goiter, (B) D3 mRNA expression levels in normal tissue and PTC. Individual data points

for each sample are depicted in D3 activity in goiter tissue (C) and PTC (D).
Figure 2 Immunohistochemical detection of D3 in normal thyroid tissue (A), PTC
tissue (B), and normal and PTC tissue of the same sample (C) (20 x magnification). D3

staining is shown in brown.

Figure 3 Association between tumor size (A), tumor stage (B) and D3 activity.

Figure 4 D3 expression and regulation in K1 cell line. (A) The effect of 100nM

selenium (SeO4), ImM (Bu)2cAMP, 10nM T3, 200nM T3 and 100uM lopanoic Acid is
indicated. (B) TGFf induces D3 activity in a dose dependent way.

Figure 5 Association between the presence of BRAF Y mutation and augmented D3

activity.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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