Enzimas Envolvidas na Organificacao
Tireoideana do lodo

atualizacao

RESUMO

A biossintese dos hormdnios da tiredide depende do funcionamento
normal de uma série de proteinas que sdo necessarias tanto para a
captacao de iodeto através da membrana basolateral dos tire6citos
como para sua incorporacao a proteina aceptora, a tireoglobulina (Tg),
0 que ocorre na superficie apical da célula folicular. O co-transportador
sodio-iodeto (NIS) é responsavel pela captacao tireoideana de iodeto,
a primeira etapa da biossintese hormonal tireoideana. No pdlo apical
dos tiredcitos, o iodeto é transportado através da membrana celular
pela pendrina (PDS) e subseqiientemente incorporado a Tg, uma pro-
teina de alto peso molecular secretada no limen folicular. A oxidagao
do iodeto e sua organificagcdo parecem ocorrer principalmente na
superficie apical da célula folicular, e estas reagcdes sao catalisadas
pela tireoperoxidase (TPO) na presenca de peréxido de hidrogénio.
Assim, a organificacao tireoideana do iodo depende da atividade TPO,
a qual é modulada pelas concentracdes de substrato (tireoglobulina e
iodeto) e cofator (peréxido de hidrogénio). A enzima responsavel pela
geragcdo de peroxido de hidrogénio associada a hormonogénese
tireoideana é a NADPH oxidase (ThOx), que encontra-se no polo apical
dos tiredcitos, € estimulada pela treotrofina e inibida pelo iodo.
Aparentemente, a geracao de perdxido de hidrogénio é o passo limi-
tante da biossintese dos hormoénios da tiredide em condicdes de sufi-
ciéncia de iodo. (Arqg Bras Endocrinol Metab 2004;48/1: 7-13)

Descritores: Tireoperoxidase; Oxidase tireoideana; Perdoxido de
hidrogénio; lodo

ABSTRACT

Enzymes Involved in Thyroid lodide Organification.

Thyroid hormone biosynthesis depends on iodide uptake and its incorpo-
ration into the acceptor protein thyroglobulin (Tg), a high molecular
weight protein secreted into the follicular lumen. The sodium-iodide sym-
porter (NIS) is responsible for thyroid iodide uptake, the first step in thyroid
hormonogenesis. lodide is subsequently transported through the cellular
membrane by pendrin (PDS) and then incorporated into Tg. lodide oxi-
dation and organification occur mainly in the thyrocyte apical surface
and these reactions are catalyzed by thyroperoxidase (TPO) in the pres-
ence of hydrogen peroxide. Thus, thyroid iodide organification depends
on TPO activity, which is modulated by the concentration of substrates
(thyroglobulin and iodide) and cofactor (hydrogen peroxide). Hydrogen
peroxide generation is catalyzed by the thyroid NADPH oxidase (ThOx),
which is present in the apical pole of thyrocytes, is stimulated by thy-
rotropin and is inhibited by iodide. Hydrogen peroxide generation is the
limiting step in thyroid hormone biosynthesis under iodine sufficiency con-
ditions. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;48/1: 7-13)

Keywords: Thyroperoxidase; Thyroid oxidase; Hydrogen peroxide; lodide
organification; lodide

Arq Bras Endocrinol Metab vol 48 n° 1 Fevereiro 2004

Mario Vaisman
Doris Rosenthal
Denise P. Carvalho

Servico de Endocrinologia,
Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho/
Faculdade de Medicina (MV); e
Laboratorio de Fisiologia
Enddcrina, Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho
(DR, DPC), Universidade
Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, RJ.

Recebido em 05/11/03
Aceito em 20/11/03



Enzimas Envolvidas na Organificacdo do lodo
Vaisman, Rosenthal & Carvalho

IODO E O ELEMENTO ESSENCIAL & biossintese dos

hormdnios da tiredide. O iodeto proveniente da
dieta é absorvido no trato gastro-intestinal, sendo cap-
tado pela tireGide a partir da corrente sangliinea, através
de um transportador especifico existente na membrana
basolateral dos tiredcitos, o co-transportador sodio-io-
deto (NIS, Nat/1- Symporter) (1,2). Em éareas de defi-
ciéncia de iodo na dieta, ocorre diminui¢do do conteu-
do de iodo intra-tireoideano e conseqliente diminuicao
da producédo dos horménios da tiredide, causando graus
variados de hipotireoidismo e alta prevaléncia de bécio.
Muitas vezes, a deficiéncia hormonal ja existe no perio-
do intra-uterino e permanece durante 0s primeiros me-
ses ou anos de vida, podendo estar associada, em situ-
acdes extremas, ao cretinismo.

A biossintese hormonal é dependente da
disponibilidade de iodo na regido apical da célula foli-
cular, da sintese adequada de tireoglobulina (Tg) e de
enzimas envolvidas na incorporacdo do iodo a residu-
os tirosila (Tyr) da molécula de Tg, etapa denominada
organificacdo do iodo. A principal enzima relacionada
a biossintese hormonal é a peroxidase tiredidea (TPQO).
Dados da literatura indicam que a TPO € a responsa-
vel pela oxidacdo do iodeto e sua incorporacgdo aos ra-
dicais tirosila da molécula de Tg (1,3). O H,0O, é
essencial como oxidante na reacdo de oxidacdo do
iodeto catalisada pela TPO e, quando os niveis intra-
celulares de iodeto sdo suficientes, a geracdo de H,0O,
passa a ser o passo limitante na biossintese dos hor-
madnios tiredideos (4). A enzima responsavel pela gera-
c¢do tiredidea de perdxido de hidrogénio foi caracteri-
zada em tire6ides humanas e, posteriormente, clonada,
tendo sido denominada oxidase tiredidea (ThOXx ou
DuOx) (5,6). Recentemente, foi demonstrado que
outros genes expressos na tiredide originam proteinas
importantes para a hormonogénese, como descrito na
sindrome de Pendred, na qual ha mutacdo na pendri-
na (PDS), normalmente expressa na membrana apical
da célula folicular tiredidea (7). A PDS seria impor-
tante para a passagem do iodeto através da membrana
apical, pois o sitio catalitico da TPO, regido da enzima
gue interage com o iodeto, encontra-se na regido
extra-celular, voltado para o col6ide. Portanto, a pre-
senca da PDS é importante para que o iodeto possa ser
oxidado pela TPO e organificado na molécula de Tg.

A biossintese hormonal requer a producdo das
proteinas envolvidas na organificacdo do iodo que sdo
produzidas especificamente no tireécito. A expressao
dessas proteinas é considerada marcador de diferenci-
acdo tecidual da tiredide e pode ser controlada por
fatores de transcricdo especificos como TTF-1, TTF-2
e Pax-8 (8-10). Esses fatores de transcricdo sdo expres-
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sos simultaneamente apenas na célula tireGidea. As re-
giBes promotoras dos genes da Tg e da TPO sdo con-
troladas pelo horménio tireoestimulante (TSH)
(11,12), e a expressdo da Tg e da TPO se segue a in-
teracdo dos fatores de transcricdo TTF-1, TTF-2 e
Pax-8 com a regido promotora destes genes (8). Ha
interacdo de Pax 8 com a regido promotora do gene
do NIS. Entretanto, a combinacéo do fator Pax 8 com
o TTF-1 ndo parece ser importante para a regulacdo da
transcricdo deste gene (13). As regides promotoras dos
genes da PDS e das ThOxs 1 e 2, assim como a sua
regulacdo, ainda ndo foram estudadas.

O hipotireoidismo congénito permanente ocor-
re em cerca de 1:3000 a 1:4000 recém-natos. A princi-
pal causa esta relacionada a disgenesia tireoideana
(85%), que corresponde as agenesias, hipoplasias ou
ectopias da tiredide (14,15). Mutacdes no gene do
fator de transcricdo tireoideano Pax 8 foram rela-
cionadas a alguns casos de hipoplasia tireoideana (16),
assim como mutagdes inativadoras no gene do recep-
tor de TSH (17). Os demais casos de hipotireoidismo
congénito estdo relacionados a mutagdes que causam
perda de funcdo de proteinas envolvidas na biossintese
dos hormdnios, como o NIS, a TPO, a ThOx2, a Tg
e a PDS. Nesses casos, denomina-se dis-hormonogé-
nese e ha bécio, o qual pode estar presente ao nasci-
mento ou se desenvolver durante a infancia ou ado-
lescéncia (14,15).

ORGANIFICACAO DO IODO

Os tiredcitos sdo capazes de captar iodeto do plasma,
através da sua membrana basolateral, contra gradiente
eletro-quimico.

O iodo entra na célula folicular tiredidea como
iodeto, sendo transportado junto com o sédio por
uma proteina transportadora de membrana - o NIS. O
cDNA para o NIS foi clonado e codifica uma proteina
transportadora classica com treze dominios transmem-
brana (18). A atividade do NIS é eletrogénica e depen-
dente do gradiente de Na* gerado pela bomba Nat/K+*
ATPase; a estequiometria do co-transporte realizado
pelo NIS é de 2 Na+: 1 I7 (19). Como o interior da
célula mantém um potencial elétrico negativo em
relacdo ao intersticio e a luz folicular, o iodeto é trans-
portado para dentro da célula contra este potencial
eletronegativo, mas a favor do gradiente eletroquimi-
co gerado pelo Na+*. Portanto, a atividade do NIS esta
intimamente relacionada a bomba Na*/K+ ATPase.
Desta maneira, a captacdo de iodeto pela célula folicu-
lar ocorre por um mecanismo de transporte ativo se-
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cundério (2). O transporte de iodeto através do NIS é
estimulado pelo horménio adeno-hipofisério tireotro-
fina (TSH). Além da concentragdo sérica de TSH, o
transporte de iodeto é também regulado pelo meca-
nismo de auto-regulacdo do tireécito, no qual a ativi-
dade do NIS varia inversamente com o conteddo glan-
dular de iodo (21). No interior celular, o iodeto se
difunde, segundo gradiente eletroquimico, em direcdo
ao espaco luminal.

O iodeto € transportado através da membrana
apical da célular folicular pela pendrina (PDS), uma
proteina que se encontra mutada em pacientes com
sindrome de Pendred, os quais apresentam bdcio por
defeito da biossintese hormonal e surdez devido & mal-
formacao coclear (7,20).

A organificacdo do iodo a molécula de Tg de-
pende da oxidacdo prévia do iodeto catalisada pela TPO
na presenca de peroxido de hidrogénio (figura 1).
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Figura 1. Esquema representando a organificagdo do iodo
na membrana apical da célula folicular tireoideana. Tg -
tireoglobulina, TPO - tireoperoxidase, ThOx - oxidase
tireoideana.

TIREOGLOBULINA

A Tg é a principal proteina produzida pela tireéide,
correspondendo a 70-80% do conteddo protéico da
glandula, sintetizada no reticulo endoplasmaético e ex-
portada para a luz folicular. Logo ap6s a traducdo do
mRNA da Tg, ainda no reticulo endoplasmatico, resi-
duos glicidicos sdo adicionados a proteina. A Tg
madura, presente no complexo de Golgi, contém 10%
de carboidratos e o grau de glicosilacdo esta associado
a funcionalidade da proteina (22).

A Tg é uma glicoproteina dimérica de 660kDa
e coeficiente de sedimentagdo de 19 S, quando nor-
malmente iodada, que serve de suporte para a biossin-
tese dos hormdnios tiredideos (23). O iodo é incorpo-
rado em regiBes especificas da Tg - residuos tirosil
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hormonogénicos - e a proteina é clivada apés endoci-
tose, permitindo a liberagdo dos horménios tiredideos
formados (1,3,24).

O gene humano da Tg, possui 260kb (22) e se
localiza no cromossomo 8. O mMRNA da Tg possui 8-
8,5kb e codifica uma sub-unidade com 330kDa e coe-
ficiente de sedimentacdo 12 S (1,3).

TIREOPEROXIDASE

A TPO é uma hemoglicoproteina com 933 aminoécidos
e peso molecular de 103kDa, que se encontra na mem-
brana plasmética apical da célula folicular com o seu
dominio catalitico voltado para o coléide (1,25). A pro-
teina esta distribuida em diferentes localiza¢®es subcelu-
lares, como reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi
e vesiculas préximas a membrana apical da célula folicu-
lar, na interface citoplasma-coldide. O gene da TPO
humana, localiza-se no brago curto do cromossoma 2,
estd clonado e a seqiiéncia completa possui 3048 nu-
cleotideos (26). A expressdo da TPO é controlada pelo
TSH através de um sistema dependente de 3’, 5’-ade-
nosina monofosfato ciclico (AMPc)/proteina cinase A
(PKA) (12). A atividade TPO esta aumentada no ade-
noma toxico e no baocio difuso tdxico e é bastante va-
ridvel em nédulos hipofuncionantes (26).

A TPO é o principal componente do antigeno
microssomal que corresponde ao alvo dos auto-anti-
corpos presentes na tireoidite auto-imune, causando
destruicdo da glandula, particularmente na tireoidite
de Hashimoto (27).

H4é outras isoformas de TPO em tiredides nor-
mais e na doenca de Graves, como a TPO 2, que apre-
senta 876 aminoécidos, e a TPOzanelli, que tem 929
aminoacidos (28,29). O papel dessas TPOs menores,
possivelmente produtos de clivagem da proteina ou de
splicing alternativo do mRNA da TPO 1, ainda néo foi
elucidado.

Atualmente, acredita-se que a TPO seja respon-
sdvel pela catélise de 3 reacdes da biossintese hormo-
nal: a oxidacdo de ions I, a iodacdo da tireoglobulina
e 0 acoplamento de iodotirosinas, formando iodo-
tironinas (1,3).

Foi proposta a existéncia de dois sitios cataliti-
cos na TPO, um para ligar-se ao I~ e outro para ligar-
se & tirosina, aminoécido presente na tireoglobulina.
Esses dois substratos irdo sofrer oxidacdo pela TPO,
produzindo radicais livres a partir do iodeto e da tirosi-
la, que se ligam formando monoiodotirosina (MIT). A
MIT, ainda ligada a TPO, pode sofrer nova oxidacao e
reagir com outro radical do iodeto, produzindo
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diiodotirosina (DIT). As iodotirosinas formadas séo
acopladas, formando os hormdnios tiredideos tetraio-
dotironina (T4) ou 3,5,3’-triiodotironina (T3) (1,3).

SISTEMA GERADOR DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO

O H,0, é essencial nas reacdes catalisadas pela TPO,
agindo como cofator enzimatico na rea¢do de oxi-
dacdo do I". Ha alguns anos, o estudo dos possiveis
sistemas envolvidos na geracdo de H,O, na tiredide
tem sido de especial interesse em tireoidologia. A gera-
¢do de H,O, foi detectada na regido apical da célula
folicular tiredidea, e mostrou-se dependente de
NADPH (30). Além disto, foi demonstrado que o
aumento da produg¢do de H,O, na tiredide parece ser
mediado, pelo menos em algumas espécies, pelo
aumento dos niveis de célcio intracelular (31). In vitro,
varios estudos foram feitos com o intuito de caracteri-
zar a enzima responsavel pela geracdo tiredidea de
H,0O,. Utilizando-se técnicas bioquimicas, os resulta-
dos obtidos in vivo foram confirmados, tendo sido
determinado que o sistema gerador de perdxido de
hidrogénio na tiredide é dependente de NADPH e de
calcio em concentracdes micromolares. A enzima,
denominada NADPH oxidase tiredidea, encontra-se
nas fragdes microssomais e de membrana citoplasmati-
ca de tiredides (32-34).

Nos ultimos anos, mostrou-se que a indugdo da
geragdo de H,O, em culturas primarias de tiredcitos
caninos era modulada pelo hormdnio tireotréfico
(TSH) (35), e que a atividade NADPH oxidase era
induzida por TSH, assim como os outros marcadores de
diferenciagdo celular tiredideos, a Tg e a TPO. Além
disto, assim como ocorre na regulagdo da expressdo da
TPO e da Tg, os efeitos do TSH sobre a atividade
NADPH oxidase sdo dependentes de sintese protéica e
reproduzidos por analogos do AMP ciclico (36). Dando
prosseguimento a estes estudos, a sub-unidade dessa
enzima responsavel pela oxidacdo do NADPH foi solu-
bilizada e foi demonstrado que a sintese desta porcéo,
flavoprotéica, era induzida pelo TSH (37). Esses dados
foram fundamentais para que a NADPH oxidase fosse
finalmente considerada a enzima responsavel pela gera-
cdo de H,0,, sendo de extrema relevancia para a
biossintese dos hormonios tiredideos, assim como a
TPO, a Tg e o iodeto. Entretanto, apesar da relevancia
do H,O, na biossintese dos hormonios tiredideos, a
NADPH oxidase foi apenas recentemente caracterizada
em glandulas humanas (33,34). Ainda mais recente-
mente, o cDNA da porcao flavoprotéica relacionada a
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atividade NADPH oxidase foi clonado em tiredcitos
porcinos e humanos, permitindo estudos futuros de
expressio do mRNA para esta enzima em doencas
tireoideanas e diversos modelos experimentais. Dois
genes que codificam flavoproteinas possivelmente rela-
cionados & atividade NADPH oxidase foram clonados
(5,6) e correspondem a enzimas denominadas oxidases
tireoideanas 1 e 2 (ThOx 1 e ThOx 2). As ThOx foram
também denominadas dual oxidases (DuOXx), pois apre-
sentam um dominio ectoperoxidase na sua regido
extracelular (38,39) (figura 2).
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Figura 2. Estrutura da oxidase tireoideana (ThOx), conforme
deduzida através da andlise da sequéncia de aminoaci-
dos. Estdo representados os dominios de ligagéo do NADPH
e do FAD (flavina adenina dinucleotideo). EF-hand -
dominios de ligagao do célcio, | a VIl - regibes transmem-
brana da proteina. Adaptado de De Deken e cols. (ref.6).

A caracterizacdo deste sistema enzimatico con-
tribuiu para o melhor entendimento dos varios aspec-
tos da regulacdo da biossintese hormonal tiredidea e
para o estudo do seu possivel papel em alguns casos de
disfuncdo glandular. Foram previamente descritos
casos de bdcios dis-hormonogénicos com defeito de
organificacdo do iodo (teste do perclorato positivo),
nos quais a atividade TPO in vitro encontrava-se nor-
mal. Desta maneira, suspeitava-se que o defeito genéti-
co nestes bécios seria a deficiéncia na geracdo de
peréxido de hidrogénio in vivo (40-42). Entretanto,
como o sistema gerador de H,O, nédo estava caracte-
rizado em humanos, o estudo da possivel alteracdo
enzimatica que seria a causa da dis-hormonogénese
ndo pbde ser feito. Em 2001 (43), foi publicado um
estudo pioneiro em uma familia com dois irmaos afe-
tados com bécio dis-hormonogénico, no qual se de-
monstrou pela primeira vez defeito na geracdo de
peréxido de hidrogénio secundario a diminuicdo da
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atividade NADPH oxidase como a causa destes bécios.
Posteriormente, apods a clonagem do cDNA das ThOX
1 e 2, Moreno e cols. (44) descreveram as primeiras
mutacdes no gene da NADPH oxidase, a ThOX 2.

O aumento do pool de iodo intratiredideo dimi-
nui o transporte de iodeto, a resposta da célula
tiredidea ao TSH e a organificacdo do iodo. O exces-
so de iodeto intracelular também bloqueia a secre¢do
hormonal e inibe a sintese da TPO (21). O bloqueio
da organificacdo do iodo ocorre na presenca de altas
concentragBes de iodo e corresponde ao efeito Wolff-
Chaikoff (45). A diminuicdo da captacdo de iodeto e
da resposta tiredidea a0 TSH parecem ser dependentes
da formacéo de um intermediério iodado, ou seja, da
organificagdo prévia do iodo. Ha evidéncias de que
este intermediario iodado seja um derivado lipidico,
entretanto, existem controvérsias na literatura. O
iodolipideo pode ser derivado de plasmalogénios, co-
mo o 2-iodohexadecanal que representa o iodolipideo
mais abundante na tiredide (46), ou do acido aracd6-
nico, como os iodoaracdonatos (47). Anteriormente,
demonstrou-se que os iodoaldeidos inibem a geracdo
de H,O, na tiredide, e que a atividade NADPH oxi-
dase é inibida pelo iodo-hexadecanal (48,49).

Como a organificacdo do iodo encontra-se blo-
queada durante o efeito Wolff-Chaikoff, a regulacdo
das atividades TPO e NADPH oxidase pelo iodo in
vivo mereceu uma investigacdo mais cuidadosa. Car-
doso e cols. (50,51) demonstraram que a atividade
geradora de H,O, pela NADPH oxidase encontrava-
se inibida em pacientes com bdcio difuso téxico que
receberam iodo no periodo pré-operatério. Todavia,
nesses pacientes, a atividade TPO ndo estava inibida.
Assim, a inibicdo da biossintese hormonal provocada
pelo aumento de iodo no tiredcito é devida a inibicéo

ColGide I-X

ﬂ'; HE':": lodeto

Citoplasma

Figura 3. Mecanismo de bloqueio da organificagdo do
iodo durante o efeito Wolff-Chaikoff. Inibicdo da oxidase
tireoideana (ThOx) pelo iodo organificado. TPO - tireope-
roxidase, IX — composto iodado de natureza quimica
desconhecida.
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da geracdo de H,O, e ndo da atividade TPO, como
anteriormente sugerido (figura 3). Estudos em cul-
turas primérias de tiredcitos suinos corroboraram os
achados em humanos, demonstrando, inequivoca-
mente, que a atividade NADPH oxidase est4 bloquea-
da na presenca de iodo em altas concentragdes (52).

Portanto, os dados mais recentes da literatura
indicam ser a ThOx a enzima bloqueada durante o
efeito Wolff-Chaikoff, e ndo a TPO, conforme anteri-
ormente sugerido na literatura.
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