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Resumen

La acumulacidn de ioduro constituye el primer paso en la sintesis de hormonas tiroideas. El transportador de
sodio/ioduro (NIS) es una glicoproteina que se localiza en la membrana basolateral de la célula folicular tiroidea
y media el transporte activo de ioduro. Defectos genéticos que conducen a la pérdida de funcién de NIS
conllevan al desarrollo de hipotiroidismo congénito dishormonogénico producto de una deficiencia en el
transporte de ioduro (ITD).

En adicidn a su rol en la biosintesis hormonal, NIS constituye la piedra angular en el diagndstico y tratamiento
del carcinoma diferenciado de tiroides mediante la utilizacién de ioduro radioactivo. Desafortunadamente, 10-
20% de los tumores tiroideos diferenciados y ~30% de las metdstasis provenientes de tumores primarios
capaces de acumular ioduro, pierden esta habilidad, siendo resistentes a la terapia con ioduro radiactivo.
Particularmente, 70-80 % de los tumores tiroideos diferenciados expresan NIS en niveles normales (o
aumentados) en comparacion con el tejido normal adyacente. Sin embargo, NIS se localiza principalmente a
nivel citoplasmatico indicando que la disminucidon en la acumulacién de ioduro se correlaciona con una
alteracidn en su transporte a la membrana plasmatica. A pesar de la relevancia clinica, alin se desconocen los
mecanismos moleculares que determinan la expresion de NIS en la superficie celular. Considerando la
importancia de conocer los mecanismos que regulan la expresién de NIS en la membrana plasmatica, el
objetivo del presente trabajo consiste en estudiar el rol de la region carboxilo terminal de la proteina y el efecto
de variantes de NIS, identificadas en pacientes con hipotiroidismo congénito sospechados de ITD, en la
expresion de NIS en la membrana plasmatica.

En este trabajo demostramos la relevancia de la regidn carboxilo terminal en el transporte de NIS a la
membrana plasmatica. En esta region identificamos tres motivos aminoacidicos claves (motivo triptofano
acido, motivo monoleucina y motivo PDZ tipo 1) que al ser reconocidos por proteinas adaptadoras regulan la
expresion de NIS en la membrana plasmatica basolateral. El motivo triptofano acido (563-LWWD-566) es
reconocido por la proteina Cadena Liviana 2 de la Kinesina-1 (KLC2) que media la salida de NIS desde el reticulo
endoplasmico (RE) hacia el complejo de Golgi. El motivo monoleucina (577-EEVAIL-583) es necesario para el
transporte basolateral de NIS desde el trans-Golgi (TGN) hacia la membrana plasmatica basolateral, y seria
reconocido por el complejo adaptador de clatrina 1B (AP1B). Por ultimo, el motivo PDZ tipo 1 (641-TNL-643)
es reconocido por la proteina polar SCRIB que estabilliza la expresidn de NIS en la membrana plasmatica
basolateral, retardando su internalizacion y posterior degradacion por via lisosomal.

Por otra parte identificamos cinco nuevas variantes de NIS en pacientes con hipotiroidismo congénito y
sospechados de ITD: D331N, G543R, S547R, G561E y L562M. Todas estas mutantes presentan maduracién
parcial a lo largo de la via exocitica, revelando defectos en su expresion en la membrana plasmatica y por ende,
disminuyendo su capacidad de transportar ioduro, lo cual explica el fenotipo de los pacientes. De particular
interés, las mutantes G561E y L562M, alteran el reconocimiento del motivo triptofano acido por KLC2
produciendo la retencion de las mutantes de NIS en el RE, disminuyendo consecuentemente su expresion en
la membrana plasmatica y por lo tanto la acumulacidn de ioduro en la célula folicular tiroidea.

Considerando la importancia de dilucidar los mecanismos que regulan la expresién de NIS en la membrana
plasmatica de la célula folicular tiroidea en relacion a los defectos observados en el carcinoma diferenciado de



tiroides que limitan la eficacia terapéutica del tratamiento con ioduro radiactivo, nuestros estudios constituyen
un avance significativo en la comprensién de los mecanismos que regulan la expresién de NIS en la membrana
plasmatica bajo condiciones fisiolégicas. Estos hallazgos contribuiran a dar las bases para estudios futuros en
células tumorales tiroideas que pondran en evidencia los mecanismos que operan en el impedimento de la
expresiéon de NIS en la membrana plasmatica y permitirian desarrollar nuevas alternativas terapéuticas.



Abstract

The ability of thyroid follicular cells to concentrate iodide (I7), an essential constituent of the iodine-containing
thyroid hormones, relies on functional expression of the Na+/I- symporter (NIS) at the basolateral plasma
membrane. Underscoring the significance of NIS for thyroid physiology, naturally occurring loss-of-function
variants of the sic5a5 gene—which encodes NIS—cause dyshormonogenic congenital hypothyroidism due to
impaired I~ accumulation (ITD) in thyroid follicular cells. Also, the ability of thyroid cells to accumulate I
constitutes the molecular basis for diagnosis and treatment of differentiated thyroid cancer. However,
differentiated thyroid tumors often exhibit reduced (or even undetectable) I~ transport compared to normal
thyroid tissue. Immunohistochemical analysis showed that most cold thyroid nodules express NIS at normal
(or even increased) levels compared to adjacent normal tissue, but NIS is mainly located in intracellular
compartments, indicating that it is not properly targeted to the plasma membrane. Therefore, considering that
radioiodide therapy efficiency is ultimately dependent on functional NIS plasma membrane expression in
tumor cells, understanding the mechanisms that regulate NIS targeting to the cell surface has important
implications for radioiodide therapy. The aim of this work is to study the relevance of NIS carboxy terminus
region and the effect of ITD-causing NIS mutants, identified in patients with congenital hypothyroidism, in NIS
transport to the plasma membrane.

In this work we showed the relevance of the cabroxy terminus in NIS intracellular transport. We identified
three short linear motifs (SLiMs) involved in NIS expression at the plasma membrane: a tryptophan acidic motif,
a monoleucine motif and a PDZ type 1 motif. The tryptophan acidic motif (563-LWWD-566) is recognized by
Kinesin Light Chain 2 (KLC2) that mediates NIS exit from the endoplasmic reticulum (ER). The monoleucine
motif (577-EEVAIL-583) is key in NIS basolateral transport in a process mediated by the clathrin adaptor protein
1B (AP1B). Finally, the PDZ motif is recognized by the polar protein SCRIB that stabilizes NIS expression at the
basolateral plasma membrane and delays NIS internalization and lysosomal degradation.

Moreover, we identified five new ITD-causing NIS mutants in three patients with congenital hypothyroidism:
D331N, G543R, S547R, G561E y L562M. All of these mutants exhibit partial maturation, revealing intracellular
trafficking defects that lead to a decrease in iodide transport, thus explaining the phenotype of the patients.
Particularly, the NIS mutants G561E and L562M -adjacent to the aforementioned tryptophan acidic motif-
disturb its recognition by KLC2, thus leading to NIS accumulation in the ER and reducing iodide transport.

Although the molecular mechanisms that determine NIS intracellular retention in thyroid cancer remain
elusive, our studies constitute a significant advance in the understanding of NIS trafficking and its plasma
membrane expression. These findings may open new avenues to identify new molecular targets to treat
radioiodide-refractory thyroid tumors, particularly those showing intracellular NIS expression.
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1. Introduccion

1.1 Biosintesis y secrecion de las hormonas tiroideas

La glandula tiroides esta compuesta por dos l6bulos localizados uno a cada lado de la trdquea y conectados
entre si por un istmo que cruza la trdquea anterior por debajo del cartilago cricoides. Las células epiteliales
tiroideas se organizan en estructuras foliculares que constituyen las unidades funcionales involucradas en la
biosintesis, almacenamiento y secrecién de las hormonas tiroideas. Cada foliculo esta constituido por una capa
simple de células epiteliales cuya membrana basolateral estd en contacto con el torrente sanguineo. La
membrana apical delimita una cavidad central o lumen que contiene un material homogéneo denominado
coloide (Figura 1) (1).

Las células foliculares tiroideas constituyen un tejido epitelial polarizado. Esta caracteristica es fundamental
para la biosintesis hormonal al condicionar la localizacién del sistema responsable de la captacion de ioduro
en la membrana basolateral de los foliculos en contacto con los capilares sanguineos, mientras que las
proteinas involucradas en la sintesis hormonal se encuentran en la membrana apical en contacto con el
coloide. Existe, por lo tanto, un flujo polarizado de ioduro desde la membrana basolateral hacia el lumen
folicular.

La glandula tiroides sintetiza y secreta las hormonas 3,5,3’,5’ tetraiodotironina o tiroxina (T4), que contiene
cuatro atomos de iodo, y 3,5,3’ triiodotironina (T3), que contiene tres atomos de iodo. En pequeiias cantidades
también se secretan los precursores monoiodotirosina (MIT) y diiodotirosina (DIT), y el compuesto sin actividad
bioldgica 3,3’,5’ triiodotironina o T3 reversa (rT3) (2,3).

La biosintesis de hormonas tiroideas involucra tres etapas secuenciales. La primera comprende el transporte
de ioduro desde la sangre hacia el interior de la célula folicular a través de su membrana basolateral. La
siguiente etapa es la organificacion del ioduro, en la cual el ioduro es incorporado a los residuos tirosina de la
molécula de tiroglobulina (Tg) con formacidon de MIT y DIT. Posteriormente tiene lugar la produccion de
iodotironinas mediante la reaccién de acoplamiento con formacidn de T4 y T3. Los procesos de organificacion
y acoplamiento ocurren en la regidon apical de la célula folicular, mas especificamente en la interfase célula-
coloide, en el transcurso de la fusién de las vesiculas exociticas conteniendo la Tg con la membrana apical
(Figura 1) (3,4). Dada la tematica de esta tesis, solo se desarrollard en detalle la primera etapa de la biosintesis
de hormonas tiroideas, es decir la captacidon y acumulacién de ioduro.



Figura 1. Representacion esquematica de la biosintesis y secrecion de las hormonas tiroideas. Principales pasos
involucrados en la biosintesis de las hormonas tiroideas estimulados por la hormona estimulante de la tiroides (TSH)
mediante unidn a su receptor (TSHR). Acumulacién activa de ioduro mediada por el transportador de ioduro (NIS) y eflujo
del anién hacia el coloide posiblemente mediado por pendrina (PDS). Reaccidon de organificacion efectuada por la
peroxidasa tiroidea (TPO) en presencia de perdxido de hidrégeno (H202) generado por la oxidasa tiroidea dependiente de
NADPH (Duox) en la cual el ioduro es incorporado a residuos tirosina en la molécula de tiroglobulina (Tg). Reaccion de
acoplamiento en la cual las iodotirosinas MIT y DIT dan lugar a la formacion de las iodotironinas T4 y Tz ancladas a la
estructura de Tg. Endocitosis y degradacidn de Tg en fagolisosomas y liberacién de las hormonas T4y T3. Deshalogenacion
de iodotirosinas MIT y DIT mediada por la deshalogenasa de iodotirosinas (DEHAL) y conversion de Ts a Ts mediante
deshalogenacién del anillo externo 5’ catalizado por la deshalogenasa de iodotironinas tipo 1 (D1).

1.2 Acumulacion de ioduro

El ioduro es un elemento esencial e indispensable en la fisiologia tiroidea dado que es un constituyente
estructural de las hormonas tiroideas, Unicos compuestos conocidos en vertebrados con actividad bioldgica
que contienen iodo en su estructura. El suministro minimo diario de ioduro en la dieta para una funcién



tiroidea normal ha sido estimado en 100-150 pg (5), aunque su ingesta presenta grandes variaciones de
acuerdo al contenido del halégeno presente en el suelo y el agua del area donde se habita, asi como entre
individuos segun las practicas alimentarias (6). Una vez ingerido, el ioduro es rapidamente absorbido a nivel
intestinal y distribuido en el plasma (7). La cantidad de ioduro plasmatico se encuentra en equilibrio con el
liquido extracelular y recibe tanto ioduro de la dieta como también una fraccién que escapa de las células
foliculares tiroideas y otra proveniente de la deshalogenacidn periférica de las hormonas tiroideas.

La captacidon de ioduro en la glandula tiroides es un proceso altamente eficiente capaz de generar un gradiente
hasta 40 veces mayor a su concentracién plasmatica (8). El transporte de ioduro al interior de la célula folicular
tiroidea constituye el primer paso de la biosintesis hormonal y es efectuado por el transportador de ioduro
(NIS) ubicado en la membrana basolateral de la célula folicular tiroidea (9). En humanos, el gen que codifica el
transportador, denominado sl/c5a5, se localiza en el cromosoma 19p12-13 con un marco de lectura de 1929
nucledtidos distribuidos a lo largo de 15 exones (10). NIS es una glicoproteina altamente hidrofébica de 643
aminodcidos con 13 pasos transmembrana, alcanzando en su forma madura un peso molecular de 108 kDa
(Figura 2) (11,12). La secuencia proteica de NIS humano presenta tres sitios de N-glicosilacion en los residuos
N225, N489 y N502, localizados en el tercer y el sexto bucle extracelular (Figura 2) (12). En la gladula tiroides,
el patrdn electroforético de NIS se caracteriza por la presencia de un polipéptido parcialmente glicosilado (~60
kDa) y uno totalmente glicosilado (~90-100 kDa) (13). La forma parcialmente glicosilada de NIS corresponde a
aquella proteina que aun no ha alcanzado la parte media del complejo de Golgi, mientras que la forma
totalmente glicosilada corresponde a aquella proteina que se encuentra luego del Golgi medio, es decir trans-
Golgi, vesiculas secretorias y membrana plasmatica. En células no polarizadas, las glicosilaciones parecen no
ser criticas para la actividad o localizacion de NIS en la membrana plasmatica (12,14).

El transporte de ioduro es un proceso activo dependiente del gradiente de sodio generado por la bomba
Na*/K*-ATPasa, e involucra la translocacidén conjunta de dos cationes sodio y un anién ioduro hacia el interior
celular (15). La gran capacidad de NIS para transportar ioduro reside en la habilidad de la proteina de unir dos
iones sodio en un primer paso y de esta manera incrementar notablemente la afinidad por el ioduro (8).
Sorprendentemente, a la concentracion fisioldgica de sodio, el 79% de las moléculas de NIS se encuentran
ocupadas por dos iones sodio, lo cual incrementa la capacidad de NIS de unir y transportar ioduro (16). Aunque
el principal rol fisioldgico de NIS es transportar ioduro, se ha demostrado también que es capaz de mediar la
acumulacidn activa de otros elementos como tecnesio, el cual es ampliamente usado en la clinica para realizar
centellografia de tiroides (16,17). Otro sustrato de NIS con relevancia clinica es el contaminante ambiental
perclorato (ClO4’) que inhibe competitivamente el transporte de ioduro y es utilizado en el test de descarga de
perclorato para evaluar defectos en la organificacién del ioduro (18). Ademas, la capacidad del tejido tiroideo
de concentrar ioduro es utilizada con fines terapéuticos para el tratamiento del hipertiroidismo y de tumores
tiroideos diferenciados mediante la administracién de ioduro radiactivo (ver seccion “Bases moleculares de la
terapia con ioduro radioactivo en el carcinoma diferenciado de tiroides”) (19).

1.3 Transporte de ioduro en tejidos extratiroideos

Ademas de su expresién en la célula folicular tiroidea, NIS se expresa en diversos tejidos, en algunos casos
diferenciandose en su patrdn de glicosilacion, como ocurre en estémago y glandula mamaria lactante, y su
localizacién en la membrana plasmatica basolateral o apical de acuerdo a los requerimientos de transporte de
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ioduro del tejido. Todo tejido o epitelio que exprese NIS presenta la capacidad de transportar ioduro, como es
el caso del epitelio ductal de glandulas salivales, la mucosa gastrica, el epitelio intestinal, la glandula mamaria
lactante, la placenta, el rifidn y el plexo coroideo (20). En particular, el fundamento de la prueba diagndstica
“relacién de ioduro saliva/plasma” se basa en la capacidad de las glandulas salivales de concentrar ioduro en
la saliva mediada por la accién de NIS.

Exterior celular

COO-

Figura 2. Esquema representativo de la estructura secundaria de la proteina NIS en humano. El modelo testeado
experimentalmente posee 13 segmentos transmembrana y 3 sitios de N-glicosilacion (representados con triangulos). El
segmento amino terminal se localiza hacia la regidn extracelular, mientras que la regién carboxilo terminal se ubica en el
citoplasma celular.

Un aspecto diferencial que subyace la expresién de NIS en tiroides respecto a su expresion en tejidos
extratiroideos es la regulacion por la hormona estimulante de tiroides (TSH), Unicamente presente en tiroides.
Esta regulacion diferencial ha sido utilizada a nivel pre-clinico, pudiéndose suprimir la expresion del
transportador en la glandula tiroides mediante la administracion de hormona tiroidea, para protegerla durante
la administracién de compuestos radioterapeuticos en un eventual tratamiento de cancer de mama vy sus
metadstasis (21). Particularmente, la expresién de NIS en glandula mamaria responde al tratamiento con
hormonas lactogénicas como oxitocina (22) generando una posible explicacion de la presencia de NIS en la
gldandula mamaria lactante. Una forma de NIS diferencialmente glicosilada con respecto a aquella que se
expresa en tiroides, es la que media el transporte activo del ioduro en el tejido mamario. Esta presente en la
membrana basolateral de las células epiteliales alveolares y en pequefias células epiteliales ductales (22). La
acumulacidén de ioduro en la gldandula mamaria lactante permite enriquecer el contenido de ioduro en la leche
materna y asegurar una adecuada provision del oligoelemento al recién nacido. El contenido de ioduro en la
leche es directamente proporcional a la ingesta de este elemento en la dieta materna (23). De hecho, se ha
documentado la importancia de la suplementacidn de ioduro en dietas de madres lactantes presentando
mutaciones en NIS causantes de deficiencia en el transporte de ioduro, en caso de que la dieta del nifio se base
exclusivamente en la ingesta de leche materna, para evitar posibles deficiencias de ioduro en el lactante (24).

Por otra parte, la expresion de NIS en placenta responde a la hormona gonadotrofina coriénica (GC), indicando
que durante el embarazo dicha hormona actia como regulador de la provision de ioduro al feto (23,25). La
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expresion de NIS en la membrana apical de trofoblastos placentarios revestiria de importancia en el aporte de
ioduro al feto para la sintesis de sus propias hormonas tiroideas y la generacién de reservas hormonales.

En cuanto a la funcién fisiolégica del ioduro en el estdmago y la glandula salival permanece adn sin ser
dilucidada. Una de las posibles funcionalidades se centra en el “ciclo gastro-intestinal del ioduro” mediante el
cual se evita la pérdida del oligoelemento y por otra parte con funciones relacionadas a su potente actividad

antimicrobiana o antioxidante (25-27).

A nivel gastrointestinal, NIS se expresa en la membrana apical de enterocitos de las vellosidades del intestino
delgado asociado a procesos de absorcién. Estudios funcionales proponen que NIS seria el mediador fisioldgico
del proceso de absorcidén del ioduro como asi también la principal proteina relacionada al metabolismo del
halégeno en el organismo (7). El mismo ioduro seria regulador de la expresidon de NIS en el intestino delgado
mediante un mecanismo de control post-transcripcional (28).

1.4 Regulacion de la funcion tiroidea

La disponibilidad de niveles suficientes de hormonas tiroideas es de vital importancia para el normal desarrollo
y homeostasis metabdlica del organismo. Particularmente, durante la infancia las hormonas tiroideas son
claves para el correcto desarrollo del sistema nervioso central (29). Cuadros de hipotiroidismo en la nifiez
pueden conducir a desarrollo éseo retardado, estatura baja, retraso en el desarrollo psicomotor,
discapacidades cognitivas e incluso, retrasos mentales severos irreversibles (30).

La regulacién de una apropiada provisién de hormonas tiroideas depende de mecanismos sensibles y
especificos. El almacenamiento hormonal en el coloide folicular y la gran versatilidad en la adecuacidn de la
sintesis y secrecién hormonal por la célula tiroidea contribuye a la estabilidad en el aporte hormonal (6). En el
proceso de regulacién participa un cldsico mecanismo de retroalimentacién negativa del eje hipotdlamo-
hipdfiso-tiroideo. Por otra parte, dentro de la propia célula folicular tiroidea operan mecanismos de
autorregulacion tendientes a mantener constante la produccidon hormonal (6).

La TSH es la hormona fundamental para la regulacion morfolégica y funcional de la glandula tiroides (31). El
eje hipotdlamo-hipdfisis, mediante la liberacién de TSH, activa la sintesis y secreciéon de hormonas tiroideas
ante una disminucion de los niveles plasmaticos de estas hormonas. Por otra parte, un aumento en la
concentracién de hormonas tiroideas ejerce una retroalimentacion negativa sobre el sistema hipotdlamo-
hipdfisis. Anormalidades en los valores de TSH frecuentemente reflejan alteraciones en la funcién tiroidea (6).

La TSH es una hormona heterodimérica compuesta por una subunidad a comun a la familia de hormonas
glicoproteicas, que incluye las hormonas TSH, luteinizante (LH), foliculo estimulante (FSH) y CG, y una
subunidad B especifica, sintetizada Unicamente en tirdtrofos hipofisarios y determinante de su especificidad
bioldgica. La glicosilacién de TSH es requerida para su actividad hormonal y estabilidad en plasma. El proceso
de glicosilacion es dependiente de la accion de la hormona hipotalamica liberadora de TSH (TRH) y constituye
un mecanismo de control sobre la generacidon de TSH bioactiva (32). En la regulacién de TSH interviene un
mecanismo de retroalimentacién negativa por Ts y Ta4. Estas hormonas ejercen una accidn directa a nivel de
tirétrofos reprimiendo la sintesis de la subunidad B principalmente y la secrecion de TSH, disminuyendo



ademas el nimero de receptores de TRH. La secrecion de TSH es inhibida por somatostatina, dopamina y
glucocorticoides. También es influenciada por el sistema nervioso central y factores exdgenos como procesos
proinflamatorios (33).

El primer evento en la activacidon de la célula folicular tiroidea por TSH es su reconocimiento y unién a su
receptor (TSHR), un receptor glicoproteico acoplado a proteinas G, presente en la membrana basolateral de la
célula folicular tiroidea cuya porcion extracelular es la responsable de la interaccién con la TSH o con
anticuerpos especificos con actividad estimulante o bloqueante presentes en enfermedades tiroideas
autoinmunes, como la enfermedad de Graves (34,35). La interaccion de TSH con TSHR desencadena una
cascada de sefiales que finalmente lleva a la activacion de genes de respuesta a TSH y que estan involucrados,
entre otros, en los procesos de biosintesis de hormonas tiroideas (34).

La glandula tiroides no solo se encuentra regulada por TSH, sino que también el ioduro regula su crecimiento
y funcién de forma directa e independiente de TSH. El bloqueo de la organificacidén en respuesta a cantidades
elevadas de ioduro se denomina efecto Wolff-Chaikoff y es consecuencia de un aumento del ioduro
intracelular (6,36). El efecto bloqueante del exceso de ioduro resulta en una disminucién de la secrecion
hormonal, flujo sanguineo y crecimiento tiroideo, independiente del efecto de TSH (20).

1.5 Regulacion de la expresion de NIS

Desde hace mds de 50 afos se conoce que la captacion de ioduro es un proceso dependiente de los niveles
circulantes de TSH (3). Luego de la identificacidn de NIS como mediador de este proceso, ha sido confirmado
que la funcidny la expresion del transportador en tiroides se encuentran bajo el estricto control transcripcional
de TSH, mediado por el aumento intracelular de los niveles de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (37,38).
La confirmacién del efecto regulador de TSH sobre la expresidon de NIS ha resultado del analisis del raton
hipotiroideo modificado genéticamente carente del receptor de TSH (TSHR”). Este modelo fehacientemente
demostré que la accion de TSH es indispensable para la expresion de NIS (39). Fue a partir de la caracterizacién
de la region promotora del gen de NIS que se pudo dilucidar dicho mecanismo regulatorio. A diferencia de
otros genes de expresion tiroidea, como Tgy TPO, NIS presenta regiones consenso caracteristicas del elemento
de respuesta a AMPc (CRE, del inglés cAMP-response element) en su regidon promotora. Esta diferencia entre
genes de expresion especifica en tiroides y NIS, ha permitido establecer una relacién entre la expresion de NIS
dependiente de TSH y de la regulacidn ejercida por factores de transcripcion especificos de tiroides y aquellos
gue permiten la expresion de NIS en tejidos extratiroideos (40).

Ademas se ha demostrado que TSH posee un efecto modulador sobre la distribucién y la estabilidad proteica
de NIS a nivel post-transcripcional, regulando su transporte hacia la membrana plasmatica y degradacion
(41,42).



1.6 Defectos en el transporte de ioduro como causa de
hipotiroidismo congénito

El hipotiroidismo congénito, definido como la deficiencia de hormona tiroidea desde el nacimiento, es el
desorden enddcrino mdas comun con una incidencia estimada de 1 cada 2000-3000 nacidos. En paises con
cantidades suficientes de ioduro en dieta, el 80-85% de los casos de hipotiroidismo congénito se debe a
anormalidades genéticas que resultan en disgenesias tiroideas (agenesia, hipoplasia, ectopia), y un 10-15% son
consecuencia de defectos en genes que afectan alguno de los pasos involucrados en la biosintesis de hormonas
tiroideas (dishormonogenesis) (43). Un porcentaje menor de los casos se explica por la ausencia de
estimulacién de la glandula tiroides debido a deficiencia de la hormona TSH (hipotiroidismo central) o defectos
en la accién periférica, el transporte celular o el metabolismo de las hormonas tiroideas (44,45). Como se
mencioné anteriormente, el hipotiroidismo congénito causa retardo en el crecimiento y retraso mental
irreversible si no se trata con una adecuada terapia de reemplazo hormonal. Es por esto que los programas de
pesquisa neonatal buscan detectar niveles elevados de TSH al nacimiento lo cual indica una produccion
deficiente de hormonas tiroideas. Si bien la mayoria de los pacientes con hipotiroidismo congénito se
desarrollan de forma normal luego de la administracion de levotiroxina, aquellos pacientes con defectos en el
metabolismo de hormonas tiroideas no pueden ser tratados Unicamente con esta hormona (46). Actualmente,
el desarrollo de nuevos tratamientos para esta clase de pacientes es uno de los topicos mas desafiantes en el
campo del hipotiroidismo congénito.

Dentro del hipotiroidismo congénito dishormonogénico, mutaciones en el gen slc5a5, causan una condicién
autosomal recesiva poco comun, conocida como deficiencia en el transporte del ioduro (o ITD por sus siglas
en inglés) debida a la incapacidad de la célula folicular tiroidea de acumular ioduro (10). Una condicién de ITD
se sospecha cuando el diagnéstico bioquimico de hipotiroidismo congénito se acompana de una captacién de
ioduro severamente reducida o ausente en la glandula tiroides y salival, relacion de ioduro saliva-plasma
disminuida y niveles normales o elevados de tiroglobulina (47). Al momento de comenzado el presente trabajo
de tesis doctoral se habian identificado dieciséis diferentes mutaciones en el gen sic5a5 (-54C>T, V59E, G93R,
R124H, Q267E, V270E, C272X, Y324LfsX12, Y348D, T354P, G395R, S509RfsX6, G543E, DelM143-Q323,
DelV287-G288 y DelA439-P443) (Figura 3) en pacientes con ITD (10,48). A lo largo del desarrollo de esta tesis
doctoral, cuatro nuevas mutaciones han sido identificadas en el gen slc5a5 (Y348D, N157Tfs159X, R636X,
G250V) (Figura 3) en pacientes con ITD (48-50), acumulando un total de veinte mutaciones en el gen slc5a5
asociadas a la patologia al dia de la fecha. Alteraciones en otros genes que podrian ser requeridos para la
correcta expresion funcional de NIS en tirocitos no han sido reportados como causantes de ITD. Actualmente,
la Unica proteina que ha sido reportada como facilitadora de la actividad de NIS en la tiroides es el canal
constitutivo de potasio KCNQ1-KCNE2. Ratones transgénicos que no expresan las subunidades KCNQ1 o KCNE2
desarrollan hipotiroidismo debido a deficiencias en el transporte de ioduro en la célula folicular tiroidea (51—
53).

La evaluacién detallada de pacientes con diferentes mutaciones en el gen slc5a5 ha demostrado una
substancial heterogeneidad clinica, bioquimica e imagenoldgica que parece correlacionar con cierta actividad
residual de mutantes de NIS (54). El incremento en los niveles de TSH luego de la reduccién en la sintesis de



hormonas tiroideas puede compensar parcialmente los defectos en la reduccidn de la captacién de ioduro
como consecuencia del aumento en la expresion de NIS, como se demostrd en los pacientes que poseen la
mutacion T354P (55). En marcado contraste, pacientes que poseen mutaciones homocigotas que producen la
falta total de actividad de NIS, desarrollan hipotiroidismo congénito desde neonatos (54). Ademas, la
mencionada heterogeneidad ha sido reportada en pacientes que tienen la misma mutacién en NIS (54). Los
niveles de ioduroingeridos mediante la dieta, influencian la funcién tiroidea en pacientes con ITD, en especial
en aquellos en los cuales la mutacién de NIS produce solo una pérdida parcial en la capacidad de acumular
ioduro. Se destacan de esta manera, las marcadas diferencias que se evidencian entre hermanos alimentados
en la infancia con leche materna proveniente de madre lactante con una dieta alta en ioduro o con leche
regular artificial que contiene bajos niveles de ioduro (55). Altas concentraciones de ioduro en la dieta
posibilitan la entrada de este ion a las células foliculares tiroideas, aun en ausencia de expresion funcional de
NIS, mediante mecanismos alternativos con escasa afinidad por el halégeno y de esta manera facilitando la
sintesis parcial de hormonas tiroideas (56). Vale destacar la importancia de la suplementacion profilactica de
ioduro en recién nacidos cuyas madres lactantes poseen mutaciones en el gen s/c5a5, para de esta manera
prevenir el desarrollo de hipotiroidismo en el recién nacido producto de la deficiencia de ioduro en la leche
materna (24).

La caracterizacién molecular detallada de diversas mutantes de NIS causantes de ITD ha provisto notables
avances en la comprensidn de los mecanismos que operan durante el ciclo de transporte y coordinacion de
iones (24,57,58), la identificacién de residuos especificos o de regiones requeridas para el correcto
plegamiento de la proteina (59,60), y regiones especificas importantes para el transporte de NIS a la membrana
plasmatica (pero no asi para su actividad) y potencialmente involucradas en la interaccién con proteinas
adaptadoras requeridas en el proceso de transporte intracelular (59,61). La mutante R124H NIS no media
acumulacion de ioduro en células porque, aunque intrinsecamente activa, la proteina mutante es
completamente retenida en el reticulo endoplasmico. La substitucion aminoacidica en la posicién 124,
localizada en el segundo bucle intracelular, revela un rol estructural clave para la posiciéon 6 del aminoacido
R124 en la expresion de NIS en la membrana plasmatica. De hecho, dicho amino-6 presenta interacciones
moleculares con el grupo tiol de C440, localizado en el sexto bucle intracelular, lo cual es esencial para el
correcto plegamiento requerido para la salida de NIS del reticulo endoplasmico atravesando el sistema de
control de calidad de dicha organela (59). Por otra parte, la mutante V270E NIS media una baja acumulacién
de ioduro debido a que el transporte de dicha proteina a la membrana plasmatica se encuentra severamente
afectado. Una carga negativa en el residuo en la posicidn 270, localizado en la regién intracelular al final de la
séptima regidn transmembrana, produce un marcado cambio electrostatico en la superficie de esta regidn de
carga positiva. Esto podria enmascarar un motivo de aminodcidos reconocido por proteinas adaptadoras que
participan en el transporte de NIS a la membrana plasmatica (61).
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Figura 3. Esquema de las mutaciones causantes de deficiencia en el transporte de ioduro (ITD). Las veinte mutaciones
causantes de ITD se encuentran representados en el esquema de estructura secundaria de NIS. Se detalla el cambio a
nivel proteico de cada mutacion para cada posicidn en particular, utilizando el cddigo de aminoacidos de una sola letra.
Aquellas mutaciones reportadas hasta el afio 2016 estan marcadas por circulos rojos y letras negras, mientras que
aquellas reportadas a lo largo del desarrollo de esta tesis doctoral estdn marcadas por circulos y letras celestes.

1.7 Regulacion del transporte de NIS a la membrana plasmatica

La expresién de NIS en la membrana plasmatica de la célula folicular tiroidea no es solo determinante para la
acumulacidn de ioduro necesario para la sintesis de hormonas tiroideas sino que también constituye la piedra
angular para el tratamiento con ioduro radioactivo del hipertiroidismo y tumores diferenciados de tiroides
(62,63). A pesar de la importancia fisioldgica y relevancia clinica de la expresién de NIS en la membrana
plasmatica, poco es sabido acerca del mecanismo molecular que subyace el transporte de NIS a la membrana
plasmatica, conocimiento que podria llevar a nuevas opciones terapéuticas que incrementen la efectividad de
la terapia con ioduro radiactivo.

Como se mencioné anteriormente, la TSH constituye el principal regulador de la expresién de NIS en la célula
folicular tiroidea, no solo estimulando la expresidn a nivel transcripcional sino también a nivel post-
transcripcional incrementando su expresidn en la membrana plasmatica y la estabilidad de la proteina. Ante
la deprivacion de TSH, NIS se relocaliza hacia compartimentos intracelulares no caracterizados y modifica su
patron de fosforilacién en residuos no caracterizados (41). Esta modificacién post-traduccional ha sido
propuesta como un posible mecanismo de control del transporte intracelular de NIS. Si bien se ha demostrado
que fosforilaciones en las serinas 43 y 581 de NIS modulan la actividad del transportador, mientras que en la
treonina 577 modularia la estabilidad, ninguna fosforilacion ha sido vinculada al proceso de transporte
intracelular de NIS (42).

Nuevas consideraciones en cuanto a determinantes estructurales que controlen el transporte de NIS a la
membrana plasmatica surgieron a partir del estudio y caracterizacién funcional de la mutante S509RfsX6 NIS
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causante de ITD. Esta mutante carece del segmento transmembrana 13 y todo el extremo carboxilo terminal
de la proteina. Curiosamente, la mutante es completamente retenida de forma intracelular, sugiriendo que el
extremo carboxilo terminal podria contener informacién crucial para el correcto transporte de NIS a la
membrana plasmatica (64). El carboxilo terminal de NIS es una region de desorden intrinseco al no presentar
estructuras secundarias estables, lo cual la constituye como una regién blanco de modificaciones post-
traduccionales asi como también de interaccidén con proteinas adaptadoras que reconocen motivos lineales
cortos de aminoacidos, o sorting motifs, y asisten en el transporte intracelular (ver seccidon “Sefiales de
transporte”). Si bien han sido realizados estudios de algunos posibles motivos cortos de aminodcidos
localizados a lo largo de NIS, ningln motivo relevante ha sido reportado en el carboxilo terminal (65). No
obstante, se ha identificado un motivo PDZ no candnico en el segundo bucle intracelular, entre los residuos
118-121, el cual estd involucrado en la correcta salida de NIS desde el reticulo endopldsmico hacia el complejo
de Golgi (65). Sin embargo, aun se desconoce si la disrupcion de este motivo ocasionaria un problema en el
plegado de la proteina o si este motivo es reconocido por alguna proteina involucrada en el tréfico intracelular
del transportador.

Como se menciond previamente, NIS puede localizarse en la membrana basolateral de células foliculares
tiroidea, o bien, en la membrana apical del epitelio intestinal o del tubulo contorneado proximal. Sin embargo,
los mecanismos que regulan su expresidon en un subdominio en particular de la membrana plasmatica
permanecen desconocidos.

1.8 Bases moleculares de la terapia con ioduro radioactivo en el
carcinoma diferenciado de tiroides

Por mas de 75 anos, la habilidad de la célula folicular tiroidea de acumular ioduro ha constituido la base
molecular del diagndstico y tratamiento del carcinoma diferenciado de tiroides (66). La terapia con ioduro
radioactivo usada para eliminar metdstasis provenientes de carcinomas tiroideos y sus remanentes luego de
la tiroidectomia, constituye posiblemente el tratamiento mas exitoso en oncologia. Estudios retrospectivos
han demostrado que la habilidad de las células tumorales de acumular ioduro es el mejor indicador de
sobrevida libre de enfermedad (67—69). Actualmente, la terapia radioactiva, utilizando como adyuvante
estimulatorio la TSH, es recomendada de rutina luego de la extirpacidn total de la glandula tiroides en casos
de carcinomas de tiroides de alto riesgo (70). Sin embargo, los tumores tiroideos diferenciados suelen poseer
una baja, o incluso nula, captacién de ioduro en comparacién con el tejido tiroideo normal y de hecho, son
diagnosticados como ndédulos frios mediante centellografia de la glandula. A pesar de esta reduccion, mas del
70% de los carcinomas diferenciados de tiroides son capaces de acumular cantidades significativas de ioduro
gue son suficientes para abordar un tratamiento con ioduro radioactivo (40). Desafortunadamente, alrededor
del 30% de los tumores primarios diferenciados y el 50% de las metdstasis provenientes de estos tipos de
tumores pierden completamente la capacidad de acumular ioduro, convirtiéndose de esta manera en tumores
refractarios al tratamiento con ioduro radioactivo (71). La pérdida de la capacidad de acumular ioduro esta
asociada con un mal prondstico, ya que aquellos pacientes con metdstasis capaces de acumular ioduro
presentan una sobrevida a 10 afios de aproximadamente el 56%, mientras que aquellos que presentan
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metastasis refractarias al tratamiento con ioduro radioactivo presentan una sobrevida a 10 afos inferior al
10% (68).

La eficacia del tratamiento con ioduro radioactivo depende directamente de la expresion funcional de NIS en
la membrana plasmatica de las células tumorales. Deficiencias en la acumulacién de ioduro radioactivo son la
mayor causa de fallas en el tratamiento (71). Seglin los estudios reportados en el atlas del genoma del
carcinoma papilar de tiroides, la expresidon de NIS se encuentra frecuentemente disminuida en carcinomas
tiroideos en comparacion con el tejido tiroideo normal adyacente (72). Ademas, la expresidon de NIS se
encuentra conservada respecto al tejido normal y aumentada respecto a tumores tipo BRAF-like en carcinomas
de fenotipo tipo RAS (RAS-like) dado que este tipo de tumores presentan un mayor grado de diferenciacién
que aquellos tumores de fenotipo tipo BRAF (72). De hecho, la expresién de NIS se encuentra completamente
silenciada en carcinomas de tiroides poco diferenciados e indiferenciados (anapldsicos) (73). Mdltiples
mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales han sido postulados para explicar la represion de la
expresion de NIS en tumores tiroideos (74,75).

Sorprendentemente, diferentes analisis inmunohistoquimicos (usando distintos anticuerpos contra NIS
humano) mostraron que NIS se expresa en distintos niveles en carcinomas diferenciados de tiroides en
comparacién con el tejido normal adyacente (76). Sin embargo, se reportd que NIS se encuentra en
compartimentos intracelulares en el ~80% de los carcinomas de tiroides que lo expresan, lo cual sugiere
anormalidades en el proceso de transporte de NIS a la membrana plasmatica (76—83). Esta localizacion
intracelular de NIS ha sido propuesta como una de las razones de la disminucién de acumulacion de ioduro
radioactivo en células tumorales. Significativamente, no han sido identificadas mutaciones en el gen que
codifica para NIS en tumores tiroideos (84), por lo que la retencién intracelular del transportador no podria ser
atribuida a defectos estructurales como ocurre en el caso de algunas mutaciones encontradas en pacientes
con ITD (14,59).

Estudios recientes proponen que la transformacién oncogénica inducida por BRAFV* reprime la expresion de
proteinas involucradas en el transporte de NIS a la membrana plasmatica o, alternativamente, induce la
expresion de proteinas que remueven a NIS de la superficie celular, produciéndose asi su retencion intracelular
(85). Una de las proteinas reportadas como interactora de NIS y que podria estar involucrada en el trafico
deficiente del transportador a la membrana plasmatica en cancer de tiroides es el factor de interaccidn con el
gen transformante tumoral pituitario (PBF) (86,87). PBF interaccionaria con NIS produciendo su internalizacién
en endosomas tardios, positivos para el marcador CD63, a través de la via endocitica mediada por clatrina, y
por lo tanto disminuyendo el transporte de ioduro. Esta interaccién se encuentra regulada por la fosforilacion
de la tirosina 174 de PBF modulada por la tirosina quinasa Src. De hecho, la inhibicidn de la actividad quinasa
de Src, y por ende de la fosforilacion de PBF necesaria para la interaccion e internalizacion de NIS, restablece
la expresion de NIS en membrana plasmatica y por ende la acumulacidn de ioduro (88).

También se ha reportado un posible vinculo entre la disminucién en la expresién de la subunidad clase U de
anclamiento y biosintesis de fosfatidilinositol glicano (PIGU) de la transamidasa GPI, que cataliza la adhesidn
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) a proteinas en el reticulo endoplasmico y la expresién de NIS en la membrana
plasmatica en carcinomas de tiroides. La sobreexpresion de dicha subunidad en un modelo de carcinoma de
tiroides restablecio la expresién de NIS en la superficie celular, hecho llamativo ya que NIS carece de sitios
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consensos para modificaciones post-traduccionales por GPI. Sin embargo, defectos en la transamidasa GPI no
actuarian directamente sobre NIS sino sobre otra proteina, aun no identificada y necesaria para la expresion
del transportador en la membrana plasmatica (89).

Recientemente, se identificaron dos nuevas proteinas interactoras de NIS que regulan su expresién en
membrana plasmatica en modelos de carcinomas tiroideos: la proteina factor de ribosilacion 4 (ARF4) y la
proteina que contiene valosina (VCP). Los autores identificaron a ARF4 como una proteina que regularia el
transporte de NIS desde el aparato de Golgi hacia la membrana plasmatica, mientras que VCP interaccionaria
con NIS a nivel reticular mediando su degradacién por la via proteosomal. Es particularmente interesante
destacar que existen diversas drogas capaces de inhibir la accién de VCP. La inhibiciéon de VCP en cultivos
primarios de tirocitos de ratén produjo un incremento de la captacién de ioduro mediada por NIS, resultado
que abre las puertas a posibles tratamientos que aumenten la captacidon de ioduro en el carcinoma
diferenciado de tiroides (90).

Por otra parte, la comprension de los mecanismos moleculares que reprimen la expresion funcional de NIS
habilitd el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos que permitirian disminuir la dosis requerida de ioduro
radioactivo como también aplicar esta en tumores refractarios al tratamiento radioactivo. La activaciéon
oncogénica de la via de las MAPK conlleva a una desdiferenciacion celular con pérdida de la expresién de genes
requeridos para la biosintesis de hormonas tiroideas, entre ellos NIS. De esta manera el programa genético
que permite la acumulacidn de ioduro se encuentra reprimido por la activacién oncogénica (91). El desarrollo
de nuevas terapias de recuperacion de la expresién funcional de NIS por medio de la inhibicidn de las vias de
sefializacion de las MAPK ha permitido mejorar la capacidad de acumular ioduro radioactivo de metastasis de
carcinomas tiroideos refractarias a dicho tratamiento (92,93). La inhibicion de forma especifica de la via de las
MAPK con agentes inhibidores como dabrafenib o selumetinib apunta a la rediferenciacién del tumor evitando
asi el suministro continuo de los agentes inhibidores a lo largo del tratamiento y por ende disminuyendo los
efectos secundarios. Si bien el tratamiento con un solo agente demostré pobre respuesta en largos periodos
de tiempo, la terapia combinada con el inhibidor de BRAFY®% dabrafenib y el inhibidor de MEK1/2,
selumetinib, permite subsanar la resistencia desarrollada por ciertos tumores y abordar nuevamente el
tratamiento con ioduro radioactivo. Ademas, la identificacidon de nuevas moléculas pequefias inhibidoras de la
via de las MAPK con diferentes mecanismos de accién, como el inhibidor alostérico de MEK conocido como
CKl, o el inhibidor de BRAF'6%t vemurafenib, han demostrado una alta y sostenida inhibicién de la sefialacion
MAPK/ERK, constituyéndose en posibles nuevas estrategias para aumentar la capacidad de acumular ioduro
radioactivo en tumores refractarios a dicho tratamiento (94,95).

La eficacia del tratamiento con ioduro radiactivo se relaciona directamente con la dosis de radiacion
terapéutica entregada a la célula tumoral y su sensibilidad a la radiacién. El principal determinante en la dosis
de radiacién terapéutica tomada por la célula tumoral consiste en la acumulacién de ioduro producto de la
expresion de NIS en su membrana plasmadtica (71). Por consiguiente, la eficacia del tratamiento no sélo
depende de la expresion de NIS sino de su adecuada localizacién en la membrana plasmatica y cualquier
estrategia terapéutica dirigida a recuperar la expresion de NIS en el tumor debe considerar este hecho. La
comprension de los factores que desencadenan la represién de la actividad de NIS mediante su remocién de
la membrana plasmatica seria de extrema importancia para mejorar la eficacia del tratamiento en aquellos
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tumores que no logran la acumulacidn de una dosis efectiva del radioisdtopo durante el tratamiento debido a
una localizacién del transportador predominantemente intracelular. Se debe considerar que si un mayor
numero de moléculas de NIS se insertaran apropiadamente en la membrana celular de la célula tumoral, la
eficacia del tratamiento se incrementaria dramaticamente y permitiria disminuir la dosis del radioisétopo
reduciendo al minimo los efectos secundarios del tratamiento (66). En relacidon a este ultimo punto, la
demostracién de la expresidon enddgena de NIS en ~80% de tumores de mama sugirié la aplicabilidad de
esquemas de radioterapia con ioduro radiactivo para su tratamiento (96). Desafortunadamente,
investigaciones subsiguientes demostraron que metastasis de tumores mamarios que expresan NIS no
acumulan la dosis de ioduro radiactivo necesaria para que sea efectiva, en parte debido a un alto porcentaje
de expresion intracelular de NIS ya que solo el 24% de los tumores mostraron expresiéon en la membrana
plasmatica (21). El conocimiento exhaustivo de las bases moleculares que determinan el transporte de NIS a
la membrana plasmadtica tendria implicancias directas en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
aplicables a la mejora del tratamiento con ioduro radiactivo, disefiadas racionalmente sobre bases
experimentales sdlidas. Estos hallazgos permitiran el establecimiento de posibles blancos terapéuticos para
recuperar la acumulacion de ioduro en tumores refractarios a la terapia que expresan NIS, o que funcionen
como adyuvantes en terapias que inhiban la actividad oncogénica y recuperen la diferenciacién del tejido
tiroideo.

1.9 Mecanismos de transporte a la membrana plasmatica

1.9.1 Transporte en células polarizadas

Numerosos epitelios polarizados se extienden a lo largo del cuerpo humano recubriendo las superficies y
cavidades de drganos. Su principal funcidon es la proteccién y el mantenimiento de estructuras y de la
homeostasis del organismo regulando el intercambio de diversas sustancias entre el interior y el exterior de
cada tejido. El transporte vectorial de moléculas e iones es llevado a cabo por diversos transportadores y
canales que se expresan diferencialmente en distintos dominios de la membrana plasmatica polarizada.
También los receptores de membrana presentan una expresion diferencial en membrana plasmatica acorde a
la molécula blanco que sensen (97). En particular, la membrana plasmatica de un epitelio polarizado se divide
en un dominio apical y uno basolateral divididos por las uniones estrechas (98,99). Esta asimetria en la
superficie celular polarizada se logra mediante mecanismos complejos de transporte diferencial de proteinas
y lipidos que constituyen cada uno de los dominios de la membrana plasmatica.

Como en cualquier sistema celular, la sintesis de proteinas de membrana o de secrecién que van a ser
transportadas a lo largo de la via secretoria de forma anterdgrada comienza en el reticulo endoplasmatico (RE)
(Figura 4). Es en este compartimento membranoso donde se produce el correcto plegamiento de la proteina,
asistido por chaperonas, y las primeras modificaciones post-traduccionales (N-glicosilacién). Posteriormente,
aquellas proteinas que superan los sistemas de sensado de correcto plegamiento son reclutadas a regiones
especializadas del RE, denominadas sitios de salida del RE (ERES - “ER Exit Sites”) y luego almacenadas en
vesiculas que forman un compartimento intermedio entre RE y Golgi conocido como ERGIC, por sus siglas en
inglés. Estas vesiculas podran volver al RE por medio de la via retrégrada de transporte o continuar por la via
anterdgrada fusionandose con la region Cis del complejo de Golgi (CGN) (Figura 4). En esta organela las
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proteinas sufren nuevas modificaciones post-traduccionales, principalmente O-glicosilaciones vy
modificaciones de las N-glicosilaciones ocurridas en el RE, para luego ser transportadas en vesiculas hacia el
compartimento donde cumplira con su funcidn bioldgica (100). En epitelios polarizados, el sistema de
endomembranas por el cual salen las vesiculas de transporte, conocido como trans-Golgi network (TGN), fue
considerado por mucho tiempo como el lugar donde se determina el destino final de los lipidos y proteinas de
membrana (101). Sin embargo, muchos estudios han demostrado que el proceso de transporte diferencial no
estd confinado exclusivamente al TGN (102—-106). Si bien muchas proteinas cargo pueden viajar desde el TGN
hacia sus membranas de residencia final por medio de vesiculas secretorias, algunas proteinas pueden avanzar
desde el TGN hacia compartimentos endosomales para luego alcanzar su destino final en la célula. Algunas
proteinas de localizacién basolateral atraviesan endosomas comunes de reciclado (CRE) para llegar a la
membrana basoalteral, mientras que otras pueden hacerlo por medio de endosomas de sorting o seleccion
basolateral (BSE) (107). Por otra parte, las proteinas de expresion apical atraviesan endosomas apicales de
reciclado (ARE), también conocidos como endosomas de seleccion apical (ASE), para alcanzar su localizacion
final en la membrana apical (107,108). Las proteinas con dominios transmembrana internalizadas o
endocitadas que entran a estos compartimentos de reciclado pueden ser recicladas a la membrana plasmatica,
degradadas en lisosomas, entrar en la via de transcitosis o volver a TGN por transporte retrogrado (104) (Figura
4).

La liberacién de los cargos de las vesiculas provenientes de TGN o endosomas debe estar coordinada con el
transporte de dichas vesiculas y la interaccidn de las mismas con la membrana blanco. Tanto los microtubulos
como los microfilamentos cumplen importantes roles en estos procesos (109). El transporte de vesiculas a lo
largo de microtubulos es llevado adelante por proteinas motoras principalmente de las familias de las kinesinas
(110-112) (ver seccién “Proteinas adaptadoras y motoras”), aunque también se ha reportado la relevancia de
dineinas en estos procesos (113). Por otra parte, los filamentos de actina no solo proporcionan estructuray
forma a la célula, sino que también intervienen en los procesos de transporte vesicular (109,114-116). Las
proteinas miosinas han sido incluso vinculadas en los procesos de transporte intracelular (117,118).

Los fendmenos de formacion vesicular (119,120), transporte a lo largo del citoesqueleto (121,122) y
reconocimiento y fusion con membranas blanco (123—-125) estan regulados por proteinas Rab GTPasas (del
inglés “Ras-related monomeric GTPase superfamily”) tanto en la via endocitica como secretoria. Existen 66
genes que codifican para diferentes proteinas Rab (126), las cuales se localizan en la superficie citoplasmatica
de compartimentos o vesiculas membranosas regulando los distintos pasos de los procesos de transporte
intracelular (127).
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Figura 4. Esquema de las vias de transporte intracelular de proteinas en células polarizadas. Las vias de transporte
intracelular se encuentran representadas, detalldndose cada una de las organelas involucradas. La via anterdgrada de
transporte hacia membrana plasmdtica se encuentra representada por flechas sélidas negras, mientras que la via de
transporte retrégrado y endocitosis por flechas sélidas grises. UE: Uniones Estrechas. UA: uniones adherentes. ERGIC:
Compartimento intermedio Reticulo Endoplasmico-Golgi. TGN: Red Trans-Golgi. CRE: Endosomas Comunes de Reciclado.
ARE: Endosomas Apicales de Reciclado. ASE: Endosomas Apicales de Sorting. BSE: Endosomas Basolaterales de Sorting.
Modificado de Rodriguez-Boulan et al. 2014. Nature Cell Biology.

1.9.2 Seflales o motivos de transporte

Los mecanismos de transporte diferencial a los compartimentos de membrana plasmatica son multiples y
complejos. Los primeros acercamientos a la comprensiéon molecular de estos mecanismos comenzaron con la
identificacién de sefiales de transporte, o sefiales de sorting, apical y basolateral (128,129). Las sefiales de
transporte son en primera instancia motivos lineales cortos de aminodcidos (SLiMs, por sus siglas en inglés)
codificados en la estructura primaria de la proteina, y que pueden dar lugar a modificaciones post-
traduccionales o a interacciones con dominios globulares de proteinas (130). Estas sefales son de suma
importancia en cada uno de los pasos del proceso de transporte intracelular (131-133) y determinan el destino
final de la proteina en la célula. Vale aclarar que la interpretacion de cada una de las sefales de transporte
depende del contexto y la funcionalidad de cada célula.
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Los procesos de transporte apical estan determinados por tipos particulares de sefiales de transporte en
dominios extracelulares, transmembrana o citoplasmaticos de la proteina cargo. Dentro de las sefiales de
sorting apical se encuentran la adhesion de GPI (134,135), N y O glicosilaciones (109,136,137), y secuencias
transmembrana especificas (138,139). En todos los casos, el transporte apical estaria mediado por la formacion
de los denominados grupos de balsas lipidicas (lipid rafts clusters), favorecidos por lectinas luminales que
interaccionan con residuos manosas de glicosilaciones (140,141) o por la accién de otras proteinas que
interaccionan con colesterol como la Caveolina-1 (142). Sin embargo, los mecanismos moleculares que median
el transporte apical de proteinas aun no son bien conocidos.

Por otra parte, las sefiales de transporte basolateral estan mejor definidas en comparacion con las seiales de
transporte apical. Se trata de secuencias cortas de aminodcidos que se encuentran en las regiones
citoplasmaticas de proteinas transmembrana, usualmente definidas como regiones de desorden intrinseco, es
decir que no poseen una estructura secundaria definida (143). Esto es importante dado que para que estos
motivos cortos de aminoacidos o motivos de transporte sean reconocidos por proteinas adaptadoras, o
involucradas en los procesos de transporte intracelular, deben encontrarse de forma lineal desestructurada.
Otra caracteristica importante de estos motivos es que son transplantables, es decir que al colocarlos en otra
proteina distinta pueden determinar la localizacién final de la misma como lo hacen en la proteina donde
fueron identificados (143). Estos motivos de transporte incluyen motivos basados en tirosinas (Yxx@), motivos
NPxY, motivos basados en leucinas ([D/E]xxxL[L/I]) o di-hidrofébicos en vecindad con regiones acidicas
(nomenclatura de aminoécidos de una sola letra, donde x puede ser cualquier aminodcido y @ es un
aminodcido de hidrofobicidad alta) (108,144-146). Ademds existen otros motivos de transporte basolateral no
clasicos como motivos monoleucina (147) o grupos de aminoacidos cargados (148), como también motivos
especificos que han sido asociados al transporte basolateral (149-154). La disrupcién de dichos motivos por
técnicas de mutagénesis sitio dirigida o su bloqueo por péptidos, puede conllevar a la acumulacién de la
proteina cargo en compartimentos membranosos como RE, TGN o endosomas (131-133,155). También el
bloqueo de motivos de transporte basolateral posee un efecto en células no polarizadas, produciéndose la
retencién de las proteinas cargo en TGN (132).

Las sefiales de transporte poseen un orden jerarquico que se hace presente al interrumpir o bloquear la sefial
primaria. La disrupcién de motivos de transporte basolateral conlleva muchas veces a la relocalizacion de la
proteina hacia la membrana apical, denotando la presencia de sefales de localizacién apical enmascaradas por
sefiales basolaterales (156). Los mecanismos que determinan la jerarquia de las sefiales de transporte en una
misma proteina aun no han sido comprendidos en su totalidad.

1.9.3 Proteinas adaptadoras y motoras

Los motivos de aminoacidos asociados a transporte intracelular son reconocidos por proteinas que asisten
estos procesos. Puede tratarse de proteinas adaptadoras, que vinculen a la proteina cargo con proteinas
motoras que la transporten intracelularmente hacia su destino final en la célula, o directamente proteinas
motoras capaces de reconocer motivos de aminodacidos en las proteinas cargo. También en algunos casos los
motivos de aminodcidos interaccionan con proteinas de andamiaje que permiten la formacién de complejos
proteicos que estimulan o inhiben determinadas vias o actividades celulares.

16



Un dato notorio que trajo aparejado el descubrimiento de las sefiales de transporte basolateral fue su alta
similitud con sefiales endociticas (143,157). De hecho sefiales similares intervienen tanto en rutas endociticas
como de transporte basolateral (129,150). Este tipo de sefales son conocidas como companieros de interaccidn
de proteinas adaptadoras (APs) especificas de organela (146). Las APs son proteinas heterotetraméricas que
constituyen una familia de cinco miembros. (146,158,159). Estos heterotetrdmeros estan formados por dos
subunidades grandes denominadasyy 1 en el casode AP1yay 32 en el caso de AP2, una subunidad mediana
o subunidad W y una subunidad pequefia o subunidad o.

Desde hace tiempo se conoce que la clatrina es una proteina involucrada en los procesos de formacion de
vesiculas endociticas en la membrana plasmatica (160). Sin embargo, hace poco mds de diez afios se vinculd a
la clatrina con procesos de transporte intracelulary en particular con procesos de transporte basolateral (161).
Las APs, a excepcidon de AP4, son proteinas que interactian de forma directa con clatrina, por medio de las
subunidades B (162,163) y/o y/a (164,165), actuando en conjunto en el transporte vesicular (161,166).
Ademas, regiones particulares de las subunidades B y y/a, denominadas “orejas”, reclutan otras proteinas a
membrana que participan en los procesos de transporte, fusidn y liberacién de cargo vesicular (159,167,168).

Las APs reconocen tanto motivos basados en tirosina como motivos di-leucina involucrados en procesos de
endocitosis o transporte basolateral. El reconocimiento de los motivos basados en tirosina esta dado por la
subunidad p de las proteinas adaptadoras (169,170), mientras que los motivos di-leucina son reconocidos por
un bolsillo con regiones hidrofdbicas e hidrofilicas que se genera en la interfaz de las subunidades y y 01, en el
caso de AP1, y ay 02, en el caso de AP2 (171). Ademas cada una de estas subunidades presenta multiples
isoformas codificadas por distintos genes. Muchas de estas subunidades pueden ensamblarse de manera
diferencial y complementaria ampliando el repertorio de isoformas de APs y por ende, la regulacién del
transporte intracelular (171).

La AP2 reconoce motivos basados en tirosina y motivos di-leucina en procesos de endocitosis y es,
posiblemente, la proteina adaptadora mas estudiada. En contraste, la AP1 estd involucrada en los procesos de
transporte intracelular y hacia la membrana plasmatica. AP1 presenta dos isoformas que solo difieren en una
de las subunidades. La subunidad p1A es de expresidn ubicua y da lugar a la isoforma AP1A, mientras que la
subunidad p1B solo presenta expresion epitelio especifica y da lugar a la isoforma AP1B (172,173). Otra
diferencia entre estas isoformas es su localizacion sub-celular. Mientras que la subunidad pl1B reside en
compartimentos endosomales posteriores al TGN, la subunidad pl1A se localiza en TGN (174-176). Esta
diferencia en la asociacién de las proteinas adaptadoras con organelas especificas se deberia a la diferente
capacidad de asociacién de las distintas subunidades p con fosfolipidos de membrana (173). Si bien los
complejos AP1A y AP1B poseen claras diferencias, presentan la capacidad de complementar sus funciones,
pudiendo una isoforma reemplazar a la otra en determinadas circunstancias. Durante mucho tiempo se vinculd
a los complejos AP1, en particular AP1B, exclusivamente en procesos de transporte a la membrana plasmatica
basolateral de células epiteliales. Sin embargo, un reciente estudio demuestra la relevancia de los complejos
AP1, en especial AP1A, tanto en los procesos de transporte basolateral como también apical (177).

Otras proteinas adaptadoras miembros de la familia han sido menos estudiadas que AP2 y AP1. Sin embargo,
AP4 ha sido vinculada también en el transporte basolateral y endosomal (178,179), mientras que AP3 y AP5
han sido vinculadas al transporte endosomal (179,180). Existen también otras clases de proteinas adaptadoras
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capaces de reconocer motivos di-leucina e interactuar con clatrina. Las GGAs (del inglés, “Golgi-localized, y-
ear-containing, ARF-binding proteins”) son proteinas monoméricas que intervienen en el transporte vesicular
entre TGN y endosomas de una forma muy similar a las APs (181-185).

Como se menciond anteriormente, las proteinas APs interactian con otras proteinas involucradas en el
transporte a través de las subunidades B y y/a. AP1 interactia con componentes de la proteina motora
Kinesina-1 (186) y Kinesina-3 (187). La superfamilia de proteinas kinesina (KIFs) constituye un grupo de
proteinas involucradas en el transporte celular de macromoléculas, vesiculas y organelas (188-190). La accién
motora ejercida por las KIFs es dependiente de ATP y microtubulos. Los sitios de hidrélisis de ATP y adhesidn
a microtubulos son parte del dominio motor de las kinesinas y se encuentran altamente conservados en
organismos eucariotas (189,191,192). Sin embargo, el reconocimiento de los cargos movilizados por las
kinesinas esta dado por interacciones por fuera del dominio motor (187,193). Actualmente, en humanos, se
conocen 45 KIFs que se agrupan en 14 subfamilias (194). Existen tres grandes grupos de kinesinas divididas
segun la posicidn del dominio motor: las que poseen el dominio en el extremo amino terminal son N-kinesinas;
en el carboxilo terminal, C-kinesinas; y en el medio, M-kinesinas. La posicidon del dominio motor determina la
direccionalidad del movimiento: las N-kinesinas se mueven desde el centro celular hacia la periferia, las C-
kinesinas realizan el movimiento inverso a las N-kinesinas y las M-kinesinas depolimerizan los microtubulos
mientras mueven los cargos (195,196). Segun criterios estructurales, funcionales y filogenéticos, las KIFs se
agrupan en 14 subfamilias, desde la Kinesina-1 hasta la Kinesina-14: 11 subfamilias de N-kinesinas, 2 de C-
kinesinas y 1 de M-kinesinas (194,197).

La familia de la Kinesina-1 es conocida como la familia de la kinesina de cadena pesada (KHC, del inglés Kinesin
Heavy Chain). KHC, fue la primera KIF en ser reportada (198,199) y forma heterotetrameros formados por dos
subunidades motoras KHCs y dos subunidades adaptadoras livianas (KLC, del inglés Kinesin Light Chain) (200).
Existen tres formas de KHCs reportadas KIF5A, KIF5B y KIF5C, las cuales estan altamente relacionadas. KIF5B
se expresa de forma ubicua en muchos tejidos (201), mientras que KIF5A y KIF5C solo se expresan en tejido
nervioso (191,198). Por otra parte, las subunidades KLC poseen dominios de tipo TPR que reconoce motivos
triptéfano acido ([L/M]xW[D/E]) en proteinas cargo (203—208) u otras proteinas adaptadoras que forman parte
de los complejos involucrados en el transporte de vesiculas (186,209—-211). Existen cuatro isoformas de KLC,
codificadas por cuatro genes distintos. Segin el Atlas de Proteinas Humanas (212), KLC1 se expresa
mayormente en la corteza cerebral, KLC2 presenta expresién ubicua, KLC3 se expresa principalmente en
glandulas salivales, eséfago, piel, Utero y testiculos, cumpliendo funciones altamente relevantes en testiculos
(213), mientras que KLC4 presenta expresion ubicua y es importante en sistema nervioso (214).

En cuanto al transporte intracelular organela-especifico regulado por kinesinas, se sabe que tanto Kinesina-1
como Kinesina-2 estan involucradas en el transporte bidireccional entre RE-Golgi (215,216), y el transporte
entre TGN y membrana plasmatica, estaria a cargo de KIFs de las familias Kinesina-1, Kinesina-3 y Kinesina-14
(112,187,217).

La TSH, como se menciond anteriormente, es el principal regulador de la fisiologia tiroidea. Por lo tanto, es
uno de los principales reguladores de los mecanismos de transporte en la célula folicular tiroidea. Sin embargo,
al dia de la fecha, las proteinas involucradas en el transporte intracelular en epitelio tiroideo no son totalmente
conocidas. Los estudios se han centrado principalmente en el transporte, estabilizacidon y endocitosis del TSHR,
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localizado en la membrana basolateral de la célula folicular tiroidea. En esta linea, es sabido que KIF3A,
miembro de la familia de Kinesina-2, esta involucrada en el transporte del TSHR hacia la membrana basolateral
y que su silenciamiento conduce al desarrollo de hipotiroidismo congénito en ratones debido a la
deslocalizacién del TSHR de la membrana plasmatica basolateral y, consecuentemente, a la pérdida de la
sefializacion de TSH mediada por su receptor (218). Si bien se desconoce qué clases de proteinas adaptadoras
interaccionan con el TSHR, se sabe que posee una seial no clasica de transporte basolateral en la region
carboxilo terminal entre los residuos 731-746 (219). Ademds, el TSHR es rapidamente internalizado luego de
su interaccion con TSH en vesiculas recubiertas de clatrina (220,221), proceso que podria estar mediado por
AP2.

1.9.4 Estabilizacion y retencion en la membrana plasmatica

Muchas proteinas de membrana requieren de interacciones con proteinas estructurales o de andamiaje, que
se encuentran ancladas en las membranas, para mantenerse en su correcta localizaciéon final de membrana.
Los dominios PDZ (del inglés “Post-synaptic density protein, PSD-95, Drosophila septate junction protein Discs-
large, tight junction ZO-1 protein”) son dominios de 80-90 aminoacidos involucrados en interacciones
proteina-proteina que se encuentran presentes en varios polipéptidos. Aquellas proteinas que contienen
dominios PDZ usualmente interactdan con las regiones citoplasmdticas de proteinas transmembrana que
poseen motivos PDZ (156). El transporte, estabilidad y/o actividad de gran variedad de receptores,
transportadores y canales esta influenciado por interacciones con proteinas con dominios PDZ (222-226). Los
motivos PDZ de proteinas transmembrana se localizan en la Ultima regidn del extremo carboxilo terminal (227).
Los dominios PDZ son capaces de reconocer hasta siete clases diferentes de motivos PDZ de interaccidn (228).
Si bien poco se conoce sobre los mecanismos de reconocimiento entre los dominios PDZ y los motivos PDZ,
analisis estructurales de estos dominios cristalizados junto con péptidos de interaccidon han permitido conocer
y subdividir los tipos de motivos que reconoceria cada dominio PDZ (229,230). Al dia de la fecha, existen 16
clases de motivos tipo PDZ clasificados segun las caracteristicas de los aminodcidos que lo constituyen (230).

En particular en la glandula tiroides, el TSHR posee un motivo PDZ tipo 1 formado por los ultimos tres
aminoacidos del extremo carboxilo terminal de la proteina (TVL). Este motivo interacciona con dominios PDZ
de la proteina SCRIB, lo cual favorece la estabilizacién del TSHR en la membrana basolateral (231). La proteina
SCRIB ha sido ampliamente estudiada en la embriogénesis de Drosophila (232). La proteina homdloga en
mamiferos forma parte del complejo celular Scribble junto con las proteinas Lgl (del inglés “Lethal Giant
Larvae”) y Dlg (del inglés “Disc large”). Ademds, SCRIB posee dieciséis zonas ricas en repeticiones leucina (LRR)
y cuatro dominios PDZ. Al poseer estas dos clases de dominios, SCRIB pertenece a la familia de proteinas LAP
(delinglés “LRR And PDZ”) (232). El dominio LRR es el que ancla a SCRIB a la membrana (233), mientras que los
dominios PDZ son superficies de interaccién con otras proteinas. SCRIB interacciona con TSHR por medio de
sus dominios PDZ, inhibiendo su endocitosis basal y promoviendo su reciclado, procesos mediados también
por el factor beta interactor de PAX (BPIX), proteina activadora de ARF GTPasas (GIT1) y el factor de ribosilacion
6 (ARF6) (231). Este constituye el principal reporte sobre la relevancia de la interaccién proteina-proteina
mediada por motivos y dominios PDZ en la fisiologia tiroidea. También existen estudios que indican que las
proteinas proteina simil rhofilina (p76RBE) y tafazina (TAZ) podrian interactuar mediante dominios y motivos
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PDZ regulando la fisiologia y homeostasis de la glandula tiroides (234,235) aunque su rol e importancia en

dichos procesos aun no han sido validados.

1.9.5 Disfuncion del transporte intracelular y patogenia

La correcta regulacién del sistema de transporte intracelular es esencial para el buen funcionamiento celular
y, en un nivel de organizacion superior, el organismo en su totalidad. Alteraciones en el sistema de transporte
producen una desregulacion de la homeostasis celular dando lugar a diversas patologias dependiendo de
cuales sean los genes afectados. Puede ser que se produzcan mutaciones en sefales de transporte de las
proteinas cargo, mutaciones o sefiales que inactiven o alteren la funcionalidad de proteinas adaptadoras o
motoras, como también mutaciones o desregulaciones de proteinas involucradas en la regulacidon de los
procesos de transporte (236,237). Mutaciones en genes involucrados en los procesos de transporte estan
mayormente representadas en proteinas cargo dado que son mas numerosos y muchos de ellos son tejido
especifico y no esenciales para la sobrevida del embridn (238). Por el contrario, mutaciones en genes que
codifican para proteinas ubicuas de la maquinaria de transporte son en general letales. Sin embargo,
mutaciones en dichos genes han sido reportadas y probablemente, dependiendo de las condiciones de cada
tejido e individuo, puedan ser parcialmente compensadas debido a la gran plasticidad de la maquinaria de
transporte (239).

Mutaciones en proteinas cargo pueden afectar el transporte a la membrana blanco debido a disrupciones de
sefales de transporte, como es el caso del sindrome de Liddle causado por mutaciones en el canal de sodio
epitelial (ENaC) (240), o debido a truncaciones de la proteina cargo que producen un incorrecto plegamiento
o la pérdida de regiones esenciales para el transporte, como ocurre con algunas mutaciones clase Il de la
proteina transmembrana reguladora de la conductancia en la fibrosis quistca (CFTR), en las cuales se ha
reportado la pérdida de motivos di-acidicos asociados al transporte de la proteina desde el RE al Golgi, dando
lugar a cuadros de fibrosis quistica (241). En algunos casos, las mutaciones en las proteinas cargo pueden
producir la acumulacién de la proteina en el RE y desatar por lo tanto mecanismos de respuestas a proteinas
mal plegadas o estrés de reticulo (en inglés “unfolded protein response”). Sila cantidad de proteina acumulada
en el RE excede la capacidad de los mecanismos de respuesta puede producirse dafio y muerte celular (239).
Esto ocurre en una forma de la enfermedad de Charcott-Marie-Tooth, donde mutaciones en la proteina mielina
abundante en periferia (CMTB1) conducen a estrés de reticulo y la consecuente toxicidad en células de
Schwann (242).

Como se menciond anteriormente existen también mutaciones que afectan a las proteinas que forman parte
de la maquinaria de transporte intracelular. Existen evidencias diversas que explican por qué mutaciones en
estas proteinas de expresidn ubicua solo afectan a érganos o tejidos especificos dando lugar a determinadas
patologias. En muchos casos, los tejidos afectados expresan de forma predominante isoformas codificadas por
los genes afectados, como en el caso de distrofias musculares debidas a defectos en Caveolina 3 (243), o el
caso de la psoriasis pustular debida a defectos en la subunidad 01C del complejo AP1 (244).

En otros casos, parece que los tejidos afectados poseen una alta demanda de la proteina codificada por los
genes afectados por la mutacidon, como por ejemplo en la enfermedad de Anderson en donde defectos en la
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GTPasa Sar1B conducen a la acumulacién de grandes particulas en RE (245-247). También puede ocurrir que
el tejido afectado posea una alta demanda y una alta eficiencia de la maquinaria de transporte mediada por la
proteina particular en cuestién, como ocurre en la enfermedad desmielinizante de Charcott-Marie-Tooth
causada por un defecto en genes de expresidon ubicua como MTMR2, MTMR13 y FIG4 (fosfatasas de
fosfoinositol) y SH3TC2 (239).

Ademas de mutaciones en los genes codificantes para las proteinas involucradas en el transporte intracelular,
puede también producirse una desregulacion de los mecanismos de transporte intracelular debido a
alteraciones en otros genes. El ejemplo mas claro de una patologia con esta particularidad es el cancer. En
particular, la desregulacién de la maquinaria de transporte favorece la transicion epitelio-mesénquima y la
capacidad migratoria de la célula tumoral (97), quedando asi demostrada la importancia de la correcta
regulacién de los mecanismos de transporte intracelular.
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2. Hipotesis y objetivos

Entre un 10-20% de los tumores tiroideos y el 30-40% de las metastasis provenientes de tumores primarios
capaces de acumular ioduro, presentan refractariedad al tratamiento con ioduro radioactivo (71).
Indefectiblemente, la pérdida de la acumulacién de ioduro se asocia a un mal pronéstico; pacientes con cancer
de tiroides metastasicos capaces de acumular ioduro demostraron una tasa de supervivencia a los 10 afios de
~56%, mientras que la cifra se reduce drasticamente a ~10% en pacientes cuyas metdstasis pierden esta
capacidad. Paraddjicamente, la evaluacién de la expresion proteica de NIS en muestras histoldgicas obtenidas
de tumores tiroideos diferenciados capaces e incapaces de acumular ioduro demostré que 70-80 % de los
tumores expresan niveles normales e incluso aumentados de NIS en comparacién con el tejido normal
adyacente, aunque la expresion es evidente principalmente a nivel citoplasmatico (76,79). Estos resultados
sustentan las bases que indican una correlacion entre la disminucidn en la capacidad de acumular ioduro y la
alteracidén en la localizacion de NIS en la membrana plasmatica. La retencidn intracelular del transportador se
deberia principalmente a la desregulacion de los mecanismos de transporte intracelular y estabilizacién de NIS
en la membrana plasmatica de la célula tumoral tiroidea. Desde una perspectiva terapéutica, no es suficiente
gue NIS se exprese, sino que conjuntamente debe ser apropiadamente localizado en la membrana plasmatica
para mediar la acumulacion de ioduro. Por lo tanto, para el desarrollo de estrategias que permitan recuperar
su expresion a nivel transcripcional se necesita considerar ese hecho, ya que una deficiencia en el transporte
a la membrana plasmatica podria ser causa de fracaso terapéutico.

A pesar de la relevancia de la comprensién de los mecanismos que median la expresién de NIS en la membrana
plasmatica, poco se conoce sobre los procesos que regulan el transporte intracelulary la expresion de NIS en
la membrana plasmatica de la célula folicular tiroidea. Se sabe que la TSH regula la expresion de esta proteina
tanto a nivel transcripcional como post-trancripcional (38,39), pero se desconocen a nivel molecular los
mecanismos que median los procesos post-transcricpionales y post-traduccionales de expresion y localizacion
de NIS. Por otra parte, reportes previos de la mutante S509RfsX6 (S515X) NIS (64), identificada en un paciente
con ITD, demuestran la importancia de la regién distal de la proteina en su proceso de expresion en la
membrana plasmatica. Particularmente, el carboxilo terminal se constituye como la region citoplasmatica mas
extensa de la proteina por lo cual contendria determinantes moleculares claves para el transporte intracelular.
Estudios previos identificaron, mediante un programa bioinformatico, la presencia de multiples motivos cortos
de aminodcidos en el carboxilo terminal, aunque ninguno de ellos fue revelado como determinante para la
expresion de NIS en la membrana plasmatica (65). Sin embargo, la creciente identificaciéon de nuevos motivos
aminoacidicos y la demora en la cura de las bases de datos de los programas utilizados para busqueda de los
mismos, genera un problema para la correcta identificacién de todos los posibles motivos de aminodacidos
relevantes para la fisiologia de una dada proteina.

En base a los antecedentes planteados, el objetivo general de la presente tesis se focaliza en estudiar el
mecanismo de transporte intracelular responsable de la expresiéon de NIS en la membrana plasmatica en
condiciones fisiolégicas normales. En este sentido, se han establecido los siguientes objetivos particulares, a
saber:
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Estudiar la presencia de motivos cortos de aminoacidos en el carboxilo terminal de NIS involucrados
en el proceso de transporte de dicha proteina a la membrana plasmatica.

Identificar proteinas que interaccionen con NIS y regulen su proceso de expresiéon en la membrana
plasmatica.

Evaluar el impacto de mutaciones de NIS, identificadas en pacientes con hipotiroidismo congénito
sospechado de ser causado por defecto en el transporte de ioduro (ITD), en el proceso de transporte
intracelular de NIS.
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3. Materiales y métodos

3.1 Pacientes y secuenciacion del gen slc5a5

El ADN gendmico de los pacientes en estudio fue obtenido de leucocitos circulantes en sangre periférica

utilizando el kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega). El andlisis de la secuencia del gen

slc5a5 se realizé mediante amplificacién por PCR de los exones codificantes (Tabla 1) y posterior secuenciacion
por el método de Sanger en electroforesis capilar (Macrogen, Corea del Sur) (47,61). La posicidon de los
nucledtidos en el ARN mensajero de NIS humano se designé de acuerdo con la secuencia de referencia

NM_000453. El protocolo de investigacidn clinica ha sido evaluado y aprobado por los comités de ética del
Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez (Buenos Aires) y del Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad
(Cordoba). El estudio se realizé con el consentimiento informado por escrito de los pacientes y/o sus tutores

antes de su inclusion en el estudio.

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para amplificar los exones del gen sIc5a5 y posterior secuenciacion.
Primer Secuencia Producto
Exon 1.1-F GCCTGTCTGTCCCAGTCCAG 41 0b
Exon 1.1-R TAGTCCCAGGCTCCGAAGGT >4lp
Exon 1.2-F CTTCCCCCGCTTGAGCAC 11ob
Exon 1.2-R CCTGTACAGCGGCCCAAAG >1lp
Exon 234-F GGGCCCACCTAGAGAGCAGA 756 pb
Exon 234-R AAGCCCAGAGTCTCCCCACA
Exon 5-F GGCATCAGTCCTAGGCACCA 471 ob
Exon 5-R AGCAATCCTCCAGCCTCAGC P
Exon 67-F AACCCACTCCAAATGTCCCCTA 617 ob
Exon 67-R CTGGCCTCCTCTCAGCTCTTTC P
Exon 8-F TCTGAGCCCTGTCCGTCTTG 267 bb
Exon 8-R ATGGCAGGCCAGGATAAGGA P
Exon 910-F GGAGGGGAGGGGCAAATATC 452 pb
Exon 910-R CCCCACCTCTCAGGAGACCA
Exon 1112-F TCCCAGCGGGTAAACTGAGG b
Exon 1112-R GCCTTTGCACCTACCGTTCC >80P
Exon 13-F CAGTTGGGGGAAGGAAGCAG 288 ob
Exon 13-R GGTGGAGCCTTGAGGCAGAG P
Exon 14-F TTGCCAGGGTCCCTTAGTGG b
Exon 14-R GCGATGGAGAAAGGTGCTGA 363 p
Exon 15.1-F TCCCGCCAGGTCATCAGTAG 620 ob
Exon 15.1-R GAGGTTGCAGTGAGCCGAGA P

3.2 Plasmidos

Los plasmidos pcDNA3.1 conteniendo la secuencia que codifica para HA-hNIS y HA-rNIS fueron generosamente

provistos por la Dra. Nancy Carrasco (Yale University School of Medicine, EE.UU.). Las mutantes V580A, L587A,
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V588A, L612A, E578 K618del, K618 G634del y T641X hNIS provistas generosamente por el Dr. Thierry
Pourcher (University Nice Sophia, Francia) fueron clonadas desde el vector de expresion pcDNAS en el vector
de expresion pcDNA3.1. Brevemente, la porcién amino terminal fue amplificada mediante PCR con la
utilizacion del oligonucleétido sentido
(CACAGGTACCACCATGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTGAGGCCGTGGAGACC) conteniendo un sitio de
corte para Kpnl y la etigueta Hemaglutinina (HA) y el oligonucleétido antisentido
(CACATCTAGAGGTTTGTCTCCTGCTG) conteniendo un sitio de corte para Xbal. Posteriormente estos
fragmentos fueron ligados en el vector pcDNA3.1(-) (Invitrogen). El correcto clonado de estos plasmidos fue
verificado mediante secuenciamiento directo (Macrogen).

Los oligonucledtidos codificantes para secuencias de silenciamiento dirigidas contra KLC2
(CAGCTCTCTTAACTTCCTTAA) fueron hibridados in vitro y posteriormente insertados en el vector pLKO.1
(Addgene). El correcto clonado de la secuencia fue verificado mediante secuenciamiento directo (Macrogen).

Los plasmidos psPAX2 y pMD2.G, necesarios para la generacidon de particulas lentivirales, el plasmido px459v2,
necesario para la edicién genémica mediante la técnica de CRISPR/Cas9, y el plasmido pEGFP fueron adquiridos
en Addgene.

El pldasmido codificante para la proteina verde fluorescente unida a KLC2 (GFP-KLC2) fue generosamente
provisto por el Dr. Mark Dodding (University of Bristol, Reino Unido). Los plasmidos codificantes para Rab5-
GFP, Rab7-GFP y Rab14-GFP y los plasmidos CD63-GFP y Lamp1-GFP fueron gentilmente provistos por los Dres.
Gustavo Chiabrando y José Echeiiique (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina), respectivamente. El
plasmido codificante para GFP-SCRIB fue generosamente provisto por el Dr. Thierry Pourcher (University Nice
Sophia, Francia). El plasmido pLKO.1-shSCR (CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG) fue generosamente provisto por el
Dr. Gastén Soria (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

3.3 Cultivo celular

Las lineas celulares derivadas de tiroides de rata Fischer FRTL5 y PCCL3 fueron generosamente provistas por la
Dra. Nancy Carrasco. La linea celular FRT derivada de tiroides de rata Fischer fue generosamente provista por
la Dra. Pilar Santisteban (Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols, Espafia). Ambas lineas celulares
se cultivaron de manera similar a la descripta (248,249). Como medio de crecimiento se utilizé una mezcla en
proporciones idénticas de Medio Eagle modificado por Dulbecco y la mezcla de nutrientes F12 (DMEM/F-12)
(Gibco), suplementado con 5% v/v de suero de ternero inactivado por calor (GIBCO), 1 mUIl/ml TSH bovina
(generosamente provista por el Dr. Albert F. Parlow, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases, National Hormone and Peptide Program, National Institutes of Health, EE.UU.), 10 pug/ml insulina
bovina (Sigma-Aldrich), 5 ug/ml transferrina bovina, 2 pmol/ml glutamina y antibidticos (100 U/ml penicilina
G, 100 pg/ml estreptomicina) (Sigma-Aldrich). El cultivo se realizd en condiciones de esterilidad en una
atmdsfera humidificada con 5 % de CO; en aire a 37 °C.

Las células fueron subcultivadas a razén 1:8; se sembraron en placas de cultivo de 60 o 100 mm o en placas de
pocillos multiples de 6, 12 0 24 pocillos segun el esquema experimental, y se cultivaron hasta llegar a un 60-
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70% de confluencia en medio de crecimiento. En caso de realizar experimentos con deprivacidon de TSH, se
reemplazoé el medio de crecimiento durante 5-7 dias por uno de idéntica composicidn pero carente de TSH y
conteniendo suero al 0.2 % v/v hasta el momento de iniciar los experimentos.

La criopreservacion del cultivo celular fue efectuada en vapor de nitrégeno liquido en una solucién
conteniendo 50% de medio de crecimiento, 45% de suero fetal bovino y 5% dimetilsulféoxido (DMSO).

La linea celular MDCK-II fue generosamente provista por la Dra. Nancy Carrasco y el Dr. Enrique Rodriguez-
Boulan (Weill Cornell Medical Collegue, EE.UU.). La linea celular MDCK-Il u1BKD fue provista generosamente
por el Dr. Enrique Rodriguez-Boulan. Las lineas celulares MDCK-1l y HEK293T (provistas por el servicio de cultivo
celular institucional) fueron cultivadas en Medio Eagle modificado por Dulbecco con alto contenido de glucosa
(DMEM-HG), suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino inactivado por calor (NATOCOR), 2 umol/ml
glutamina y antibiéticos (100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml estreptomicina). Se cultivaron en una atmésfera
humidificada con 5 % de CO; en aire a 37 °C. Las células fueron subcultivadas a razén 1:10, se sembraron en
placas de cultivo de 60 0 100 mm o en placas de pocillos multiples de 6, 12, 24 o0 96 pocillos segun el esquema
experimental y se cultivaron hasta llegar a un 60-90% de confluencia en medio de crecimiento. Su
criopreservacion fue efectuada en vapor de nitrégeno liquido en una solucidn conteniendo 50% de medio de
crecimiento, 45% de suero fetal bovino y 5% dimetilsulféxido (DMSO).

Para la generaciéon de monocapas de células epiteliales polarizadas, células MDCK-Il y FRT fueron sembradas
en filtros 12-mm Transwell de polyester con un tamafio de poro de 0,4 um (Corning) a una densidad inicial de
250000 células. Las células fueron cultivadas por 7-9 dias en el caso de MDCK-Il y 4-5 dias en el caso de FRT,
de manera tal de diferenciar los dominios apical y basolateral de la membrana plasmatica.

3.4 Ensayos de transfeccion y generacion de lineas celulares
estables

Las lineas celulares fueron transfectadas de forma transiente con el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo protocolos y recomendaciones indicadas por el fabricante. Se utilizaron cultivos en placas de 100
mm, 60 mm o 6-pocillos dependiendo del caudal celular necesario para la actividad experimental. A tal fin, los
cultivos celulares fueron transfectados a una densidad del 80 a 90% en medio de cultivo OptiMEM (Invitrogen).
Los complejos ADN:Lipofectamina fueron incubados con el cultivo celular durante 6 h. Finalizada la incubacién,
el medio OptiMEM fue retirado y reemplazado por medio de crecimiento. A las 24 hs se procedid a la
realizacion del experimento.

Las lineas celulares estables policlonales MDCK-Il y FRT HA-hNIS y sus diferentes mutantes, se generaron
mediante tratamiento con el antibidtico de seleccién G418 cuya resistencia es codificada en el vector de
expresion pcDNA3.1 (Addgene). Brevemente, células MDCK-II o FRT fueron transfectadas con el plasmido de
expresion de la proteina en estudio. A las 24 hs post-transfeccion se adiciond 1 g/l, en el caso de células MDCK-
I, 0 0,5 g/l, en el caso de células FRT, del antibidtico de seleccién G418 (AG Scientific Inc.) al medio de
crecimiento. El cultivo se mantuvo en crecimiento en presencia de G418, cambiando el medio cada 3 dias para
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remover células muertas no transfectadas, durante 7 a 17 dias hasta observar un crecimiento homogéneo del
cultivo. Finalizado el periodo de seleccidn, se evalué la expresién de la proteina en estudio.

3.5 Captacion de ioduro

Las células en cultivo sembradas en placas multiples de 24 pocillos, en el caso de la linea celular HEK293T la
placa fue previamente tratada con poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich), fueron incubadas en el medio de cultivo,
suplementado con 20 uM Kl y 25 mCi/mmol I (PerkinElmer) a 37 °C durante 30 min. Finalizado el periodo de
incubacidn, las células fueron lavadas 2 veces con solucidn salina balanceada de Hank (HBSS) frio a fin de
eliminar la radiactividad no incorporada. EI 1| acumulado en las células fue extraido mediante la incubacién
con etanol frio al 95% durante 20 min a 4°C. La radiacidn incorporada por las células fue determinada mediante
un contador gamma Triathler Gamma Counter (Hidex, Finlandia). Los resultados fueron expresados como pmol
de ioduro por pg de ADN celular (pmol I'/ug ADN). Luego de la extraccion etandlica, el contenido celular no
extraido se sometid a precipitacion con acido tricloroacético al 5% durante 20 min a 4°C. El material precipitado
se incubd con reactivo de difenilamina (0,714 % p/v difenilamina, 70% v/v acido acético, 1,4 % v/v acido
sulfurico, 0,0036 % v/v acetaldehido) a temperatura ambiente durante 12-16 hs. Posteriormente, el complejo
coloreado se evalud espectrofotométricamente a 595 nm. La concentracion de ADN presente fue calculada
por comparacién con una curva testigo de ADN de esperma de salmén. Los datos de captacidon fueron
normalizados segun la eficiencia de transfeccidn calculada mediante citometria de flujo.

3.6 Obtencion de extractos proteicos totales

Las células adheridas a la placa se despegaron mecdnicamente en PBS, se centrifugaron, se resuspendieron en
150 pl de buffer para lisados totales celulares [50 mM HEPES (pH 7), 2 mM MgCI2, 250mM NacCl, 0,1 mM EDTA,
0,1mM EGTA, 0,1% Nonidet 40] suplementado con inhibidores de proteasas (ImM DTT, 1mM PMSF, 10 pg/ml
pepstatina A, 10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml leupeptina) y se incubaron durante 15 min en hielo.
Posteriormente se centrifugd a 10.000 xg durante 5 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se lo conservo a
-70°C. Las cuantificacidn proteica de los extractos generados se realizd6 mediante la técnica de Bradford (250)
utilizando albimina sérica bovina como estandar.

3.7 Western blot (WB)

La electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y el analisis ulterior por
inmuno-marcaciéon fueron realizados como se describid previamente (251) con ligeras modificaciones (252),
utilizando el sistema Mini-Protean (Bio-Rad). Se utilizaron entre 20 y 50 ug de extractos proteicos totales,
dependiendo de la proteina en estudio. Dichos extractos fueron resuspendidos en buffer de lisis para
homogenizar el volumen y mezclados con buffer de siembra [62 mM Tris (pH 6.8), 10 % v/v glicerol anhidro, 2
% p/v SDS, 0,1 M DTT, 0,004 % azul de bromofenol). Las muestras asi preparadas fueron colocadas en bafio
termostatizado a 37°C durante 30 minutos o a 100°C durante 5 minutos para permitir la desnaturalizacién y
reduccidn de las proteinas, enfriadas en hielo e inmediatamente sembradas en el gel resolutivo (6, 10 0 12%
dependiendo del tamanfio de la proteina en estudio). La corrida electroforética se realizdé a 100 V constantes
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durante periodos variables (2-3 horas) en solucidn de corrida conteniendo 192 mM glicina, 25 mM Tris (pH 8,8)
y 0,1% SDS. Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteinas fueron electro-transferidas a membranas
de nitrocelulosa 0.45 um de poro (Schleicher y Schuell) en buffer de transferencia [192 mM glicina, 25mM Tris
(pH 8,8), 20% Metanol] sometidas a una diferencia de potencial constante de 100 V (250-350 mA, 30-40 W)
durante 60 min. Las membranas fueron incubadas en solucidn de bloqueo TBS-Tween suplementado con 5%
seroalbumina humana [100 mM Tris (pH 8), 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20] durante 60 min a temperatura
ambiente bajo agitacién permanente. Las membranas bloqueadas fueron incubadas con anticuerpos primarios
dirigidos contra las proteinas de interés (Tabla 2) diluidos en solucién de bloqueo por 1 a 2 hs a temperatura
ambiente, o bien durante toda la noche a 4°C, con agitacidén suave. Las membranas fueron lavadas con TBS-
Tween a temperatura ambiente. La inmuno-deteccidn del anticuerpo primario se realizé por incubacién con
un anticuerpo secundario capaz de reconocer el isotipo del anticuerpo primario utilizado conjugado a
fluoréforos IRDye (680LT) o VRDye (800CW) diluido en solucidn de bloqueo (Tabla 2) por 1 h a temperatura
ambiente con agitacidn suave. El exceso de anticuerpo secundario fue eliminado mediante lavados con TBS-
Tween. Las bandas reactivas fueron visualizadas por revelado de la fluorescencia de los fluoréforos asociados
a anticuerpos secundarios mediante el equipo Odyssey (LI-COR Biotechnology). La intensidad de las bandas
fue determinada por densitometria mediante el software de analisis de imagenes Imagel (National Institutes
of Health).

3.8 Citometria de flujo y Separacion celular activada por
fluorescencia

Células MDCK-II fueron despegadas de la placa de cultivo con tripsina y fijadas en PBS conteniendo 2% p/v de
paraformaldehido. 5x1075 células/tubo fueron permeabilizadas, de ser necesario, en PBS conteniendo 0,2%
saponina y 0,1% BSA, e incubadas durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpos primarios anti-HA o
anti-hNIS (Tabla 2). Posteriormente se realizaron lavados previos a la incubacion con los correspondientes
anticuerpos secundarios anti-lgG de cabra, ratdn o conejo conjugados con Alexa 488 o de ratén conjugado con
R-Phycoerythrin (Tabla 2). Los controles negativos se realizaron omitiendo el anticuerpo primario en la
marcacioén. La fluorescencia de 10.000 a 50.000 células tefiidas fue analizada con el citdmetro de flujo
FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA). La informacién obtenida fue analizada mediante el programa
Flowjo (Tree Star, Ashland, OR). La intensidad de fluorescencia fue graficada en una escala logaritmica y los
pardmetros singulares se analizaron como histogramas.

En la separacién de la poblacion celular en estudio activada por fluorescencia (Cell Sorting) se utilizé un
protocolo similar al utilizado en la marcacién para el analisis por citometria de flujo, ya que las células no fueron
fijadas ni permeabilizadas antes de la incubaciéon con el anticuerpo anti-HA (5-10 pg/ml) y todos los procesos
fueron realizados en condiciones de esterilidad. Los eventos positivos fueron recuperados utilizando el
citémetro de flujo con capacidad de recuperar células BD FACS Aria Flow Cytometer (BD Biosciences). Luego
del proceso de separacion las células fueron centrifugadas, resuspendidas en medio de crecimiento vy
cultivadas como se describid previamente.
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Tabla 2. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

Anticuerpo Isotipo Catalogo-Fabricante Uso (dilucién)
Anti-hNIS ETNL Conejo Provisto por Dra. Nancy WB 1:3000 — IF y FACS 1:500
Carrasco
Anti-hNIS KELE Conejo Provisto por Dra. Nancy WB 1:3000 — IF y FACS 1:500
Carrasco
Anti-hNIS Vj1 Raton Provisto por Sabine IF y FACS 1:50
Costagliola (Université
libre de Bruxelles,
Belgium)
Anti-rNIS Conejo Provisto por Dra. Nancy WB 1:3000 — IF y FACS 1:500
Carrasco
Anti-HA tag Rata ROAHAHA — Roche — IFy FACS 1:500
Sigma Aldrich
Anti-HA tag Conejo C29F4 — Cell Signaling WB 1:1000 - IF 1:500
Anti-GFP Conejo sc-8334 — Santa Cruz WB 1:500 - IF 1:100
Biotechnology
Anti-GFP Ratén 11814460001 - Roche IF 1:100
Anti-E-Cadherina Conejo 24E10 — Cell Signaling IF 1:100
Anti-BCatenina Conejo D10A8 — Cell Signaling IF1:100
Anti-GP135 Conejo Provisto por Dr. Enrique IF 1:50
Rodriguez-Boulan
Anti-KDEL Ratdn sc-58774 — Santa Cruz IF 1:50
Biotechonology
Anti-GAPDH Conejo FL-335 —Santa Cruz WB 1:500
Biotechonology
Anti-a-Tubulina Raton T6074 — Sigma Aldrich WB 1:400
Anti-KLC2 Conejo HPA040416 — Atlas WB 1:1000
Anti-T4 Conejo 11439724 — MP IF 1:1000
Biochemichals
Anti-TG Conejo A0251 — Dako — Agilent IF 1:500
Anti-Rat Alexa Fluor Cabra A11006 — Molecular IFy FACS 1:500
488 Probes — ThermoFisher
Anti-Rat Alexa Fluor Cabra A21094 — Molecular IFy FACS 1:500
633 Probes — ThermoFisher
Anti-Rat PE Cabra A10545 — Molecular FACS 1:500
Probes — ThermoFisher
Anti-Mouse Alexa Cabra A11001 — Molecular IFy FACS 1:500
fluor 488 Probes — ThermoFisher
Anti-Mouse Alexa Cabra A11005 — Molecular IFy FACS 1:500
Fluor 594 Probes — ThermoFisher
Anti-Rabbit Alexa Cabra A11008 — Molecular IFy FACS 1:500
Fluor 488 Probes — ThermoFisher
Anti-Rabbit Alexa Cabra A11012 — Molecular IFy FACS 1:500
Fluor 594 Probes — ThermoFisher
Anti-Mouse IRDye Cabra 925-68020 — Licor WB 1:15000
(680LT)
Anti-Rabbit VRDye Cabra 925-32211 — Licor WB 1:15000
(800CW)
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3.9 Inmunofluorescencia en lineas celulares

Las células fueron sembradas a baja densidad sobre cubreobjetos de 11 mm vy fijadas en PBS conteniendo 2%
p/v de paraformaldehido durante 15 min. De ser necesario, la permeabilizacion se realizé en solucién de
permeabilizacion y bloqueo [PBS (pH 7,4), 0,1 mM CacCl,, 1 mM MgCl,, 0,2 % BSA, 0,1 % Triton X-100] durante
10 min. La incubacidén con anticuerpos primarios (Tabla 2) se realizé en soluciéon de bloqueo durante 1 h a
temperatura ambiente. Luego de lavados de las muestras con solucion de bloqueo, se procedié a incubar
durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 2). Se realizaron 3
lavados cada 5 min. con solucion de blogqueo y los nicleos fueron tefidos con 1 pug/ml de 4’,6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) durante 5 min. Posteriormente, se procedié a montar los cubreobjetos en portaobjetos
utilizando FluorSave (EMD Millipore.). En los experimentos se realizaron controles incluyendo la omision de
los anticuerpos primarios.

Las muestras fueron examinadas y fotografiadas a 600x de aumento con microscopio invertido confocal de
fluorescencia (Confocal Fv1200 — Olympus Life Sciences). Los niveles de expresion proteica se expresaron (en
unidades arbitrarias) como “densidad de tincién” y se calcularon realizando el cociente de la integracién de la
intensidad de fluorescencia por el nimero de células de cada campo microscépico. La integracion de la
intensidad de fluorescencia y el nimero de nucleos observados en un area seleccionada al azar de cada
preparado se cuantificd utilizando el software Imagel. En el caso del analisis de co-localizacién se utilizé el
plugin “coloc2” de Fiji-lmage), circunscribiendo el andlisis a la célula entera y utilizando el método de umbral
por regresion de Costes (253). Se consideraron los valores de los coeficientes de Mander por encima del umbral
de Costes. El andlisis posterior se realizé utilizando el coeficiente de Mander M2 dado que este evalla la
colocalizacion de NIS (canal rojo) con respecto al marcador de organela-vesicula (canal verde).

La Transferencia de la Energia Resonante de Forster (FRET) por fotoblanqueo del aceptor se realizé utilizando
los anticuerpos secundarios Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555 y el microscopio confocal Olympus Fv1200
(Olympus Life Sciences). Para esto se calibré la toma de las imagenes considerando que ninguno de los pixeles
llegue a su nivel de saturacién. Luego, se tomaron un total de seis fotos de cada experimento, tres antes del
fotoblanqueo y tres luego del mismo. El fotoblanqueo se realiz6 mediante un pulso de 15 segundos a una
intensidad de 50% del ldser 559 nm. Luego del fotoblanqueo se corrobord que el aceptor disminuyd su
intensidad de fluorescencia en un 90%. El analisis de las imagenes fue realizado mediante el software de
adquisicion de imagenes del microscopio y posteriormente con el software Fiji-lmagel. La eficiencia de FRET
fue calculada por medio de la ecuacion 1.

E=1-— Donorprepieach 1)

Donorpostgieach

3.10 Ensayos de co-inmunoprecipitacion mediante GFP-Trap

Para realizar los ensayos de co-inmuprecipitacion se co-transfectaron células MDCK-Il o HEK293T con vectores
de expresion codificando hNIS o las mutantes G561E y W565A/D566A y con un plasmido de expresion GFP o
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GFP-KLC2. Las células transfectadas fueron posteriormente lisadas en buffer CHAPS (150 mM KCI, 50
mM HEPES (pH 7.4), 0.1% CHAPS) y se prosiguid con el protocolo descripto por el fabricante (GFP-Trap
ChromoTek). Brevemente, el lisado fue clarificado a 20.000 g y posteriormente incubado por 5 hs con esferas
GFP-Trap®A previamentes equilibradas en buffer de lavado. Luego se lavd 3 veces con buffer de lavado durante
2 min. y centrifugando a 2.500 g. Finalmente se eluyeron las muestras precipitadas utilizando sample buffer
2x y calentando las muestras a 70 o 100°C. Las muestras eluidas fueron sometidas a ensayos de Western Blot
siguiendo el protocolo anteriormente descripto.

3.11 Ensayo de ligacién por proximidad (PLA)

Células HEK293T co-transfectadas con vectores de expresidon codificando hNIS o las mutantes G561E vy
W565A/D566A y con un plasmido de expresion GFP o GFP-KLC2 fueron plagueadas en cubreobjetos de vidrio
de 11 mm recubiertos con poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich). Posteriormente, las muestras se fijaron con metanol
durante 20 minutos a-20°Cy se lavaron tres veces durante 5 min con PBS. Los pasos subsiguientes se realizaron
de acuerdo al protocolo descripto por el fabricante (Duolink PLA — Sigma Aldrich). Brevemente, se realizé un
bloqueo de las muestras por 1 h a 37°c con el buffer de bloqueo del kit Duolink PLA. Los anticuerpos primarios
fueron diluidos en la solucién de dilucién de anticuerpos primario provista por el fabricante e incubados con
las muestras por 1 h a temperatura ambiente. Luego se lavaron las muestras dos veces por 5 min con el buffer
de lavado A provisto por el fabricante y se prosiguio con la incubacién de las sondas positivas y negativas (1:5
en solucidn de dilucidon de anticuerpos) por 1 h a 37°C. Luego se procedioé al paso de ligacion. El buffer de
ligacién fue diluido 1:5 en agua de alta pureza libre de ARNasas y posteriormente se agrego la ligasa en una
dilucion 1:40. Esta preparacién fue incubada en la muestra por 30 min a 37°C. Finalmente, se procedi6 al paso
de amplificacién utilizando el buffer de amplificacién en una dilucién 1:5 en agua de alta pureza libre de
ARNasas y conteniendo la polimerasa en una proporcion 1:80. Esta solucidn fue incubada con la muestra por
100 min a 37°C. La muestra fue montada en un portaobjetos con el liquido de montado Duolink PLA mounting
medium conteniendo Dapi y observada en microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems). La
cuantificacion de la sefal fue realizada por medio del software Fiji-ImageJ.

3.12 Mutagenesis sitio-dirigida y deleciones

El desarrollo de mutaciones sitio-dirigidas y/o deleciones de secuencias de interés se realizé en base al método
QuikChange (Stratagene) o mediante el método de PCR inversa. Luego de la realizacion de la PCR, los productos
de PCR fueron digeridos con la enzima Dpnl (Invitrogen). Los productos de PCR inversa fueron purificados y
luego tratados con la enzima PNK ligasa (Invitrogen). Posteriormente, los productos fueron transformados en
bacterias competentes y se procedié a la amplificacion y purificacion de plasmido de colonia Unica. La
presencia de las mutaciones generadas fue confirmada mediante secuenciamiento directo (Macrogen). Los
primers utilizados para la realizacién de mutagénesis sitio dirigida se encuentran detallados en la Tabla 3.
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Tabla 3. Primers utilizados para realizar mutagénesis sitio dirigida o deleciones parciales sobre la secuencia de NIS.

Secuencia Primer Direccion Mutante a generar
GGCCTGTCAGGCATCAGATGAGGGCTCCG Fw 546X
CGGAGCCCTCATCTGATGCCTGACAGGCC Rv

CTGAAGAACTCCCCACTGGAAACGCGGCGCCCCCTGGCTTCC Fw K600A/K601A
GGAAGCCAGGGGGCGCCGCGTTTCCAGTGGGGAGTTCTTCAG Rv
CTGGAAACAAGAAGGCCGCTGGCTTCCTGCCC Fw
GGGCAGGAAGCCAGCGGCCTTCTTGTTTCCAG Rv PE02A/P603A
ACCCTGGCCCCGGAATTGTTGTG Fw GS61E
CCACCACAACAATTCCGGGGCCA Rv
CCCACCACAACAATTGCGGGGCCAGGGTGC Fw
GCACCCTGGCCCCGCAATTGTTGTGGTGGG Rv G561Q
CCAGGCTCTCCTCCGCGGTGGCAGTGTCT Fw
AGACACTGCCACCGCGGAGGAGAGCCTGG Rv L578A TNIS
GGGCACGATGTGGAGTAGAACCTCTGAGGGCGG Fw T641X rNIS
CCGCCCTCAGAGGTTCTACTCCACATCGTGCCC Rv f
GACCAGCAGCAGGAGGCAGCAGCATAGAGGGCCCGTTTA Fw TNLSAAA
TAAACGGGCCCTCTATGCTGCTGCCTCCTGCTGCTGGTC Rv
CCCCAAGGAAGAAGTGGCCGCCGCGGATGACAACTTGGTCAAG Fw I582A/L583A
CTTGACCAAGTTGTCATCCGCGGCGGCCACTTCTTCCTTGGGG Rv
GCACCCACTGGAAACAAGAAGCCCC Fw L594A
TTCTTCAGGACCCTTGACCAAGTTGTC Rv
AACATCTTCGAAGATCTGCCTGGAGTC Fw D331N
CAGCACCAGCAGAGGCATGTAC Rv
AAGACGCTGACCACTGTGCTGTG Fw G543R
CAGGGCACCGTAATAGAGATAGGAGAT Rv
CGATGCCTGACAGGCCCCACC Fw S547R
GATGAGGGCTCCGCACAGC Rv
CCCTGGCCCCGGGAATGTTGTGGTGG Fw L562M
CCACCACAACATTCCCGGGGCCAGGG Rv
GCAGCACTCGCACGGCAGACAGCATC Fw
CCACAACAATCCCGGGGCC Rv W565A/D566A
GAAGAAGTGGCCATCCTGGATGAC Fw
GATGAGGGCTCCGCACAGC Rv 1546_E578del
GATGACAACTTGGTCAAGGGTCCTG Fw
CTTGGGGGCCACTGATGC Rv E578_L583del
GGACATGATGGTGGTTGAGACCAGCAGGAGA Fw RE36X
TCTCCTGCTGGTCTCAACCACCATCATGTCC Rv

3.13 Amplificacion y purificacion de plasmidos

Los diferentes plasmidos fueron transformados en células bacterianas competentes Escherichia coli cepa
DH5alfa (E. coli DH5alfa) o Stbi3 (E. coli Stbl3) sensibles a ampicilina y kanamicina (Stratagene). Las colonias
transformadas fueron seleccionadas por su resistencia al mencionado antibidtico. Para la preparacion de
células competentes, una colonia de la cepa bacteriana E. coli DH5alfa o Stbl3 fue crecida en medio de cultivo
YT broth durante toda la noche en agitacion (200-250 rpm) a 37°C. Luego, 100 ml de medio YT broth se
inocularon con el precultivo y se incubaron en agitacién a 37°C hasta alcanzar una DOggonm 0.4-0.55. Una vez
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alcanzada esta DO, el cultivo fue transferido a tubos falcon de 50 ml previamente enfriados y fueron
mantenidos en hielo por 15 min. Las bacterias fueron centrifugadas a 1-500 g por 15 min. a 4°C y el
sobrenadante descartado. El pellet se resuspendié en 34 ml de Buffer de Transformacién 1 (pH 5.8, Rb CI
100mM, MnCl,.4H,0 50 mM, KAc 30 mM, CaCl,.2H,0 10 mM vy Glicerol 15%) y se incubo en hielo por 1 h.
Luego, las bacterias fueron centrifugadas a 1-500 g por 15 min. a 4°C. El pellet se resuspendié en el Buffer de
Tansformacion 2 (pH 7, MOPS 10 mM, RbCl 10mM, CaCl,.2H,0 75 mM vy Glicerol 15%) y se incubd 15 min. en
hielo. Poteriormente, las bacterias fueron alicuotadas y congeladas de forma inmediata en nitrégeno liquido.

La etapa de transformacidn se realizd incubando 100 pl de células competentes DH5alfa o Stbl3 con la
construccion de interés (10-100 ng) durante 30 min en bafio de hielo y posteriormente se realizd un golpe de
calor a 42 °C durante 90 seg. Las bacterias transformadas fueron crecidas en medio LB no selectivo durante 60
min a 37 °C bajo agitacidn. Alicuotas de este cultivo (o bien el cultivo completo) fueron sembradas en medio
LB sdlido selectivo (100 pg/ml de ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina) y cultivadas a 37 °C durante 12-16 hs
a fin de obtener las colonias bacterianas que incorporaron al pldsmido. La extraccion y purificacién del ADN
plasmidico se realizé utilizando el kit Wizard® Plus SV minipreps DNA purification system (Promega) y siguiendo
instrucciones del fabricante. El material plasmidico resultante fue cuantificado mediante su absorbancia a 260
nm vy se evalud la calidad de la purificacion mediante la relacidén de absorbancias 260/280 nm y su integridad
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

3.14 Generacion de particulas lentivirales

Células HEK293T fueron transfectadas de forma transiente con los plasmidos psPAX2:pLKOshRNA:pMD2.G
(Addgene) en una relacion 5:5:1. Luego de la transfeccidon el medio fue removido y cambiado por medio de
crecimiento fresco. A las 48 hs, el medio fue removido y reemplazado nuevamente por medio de creciemiento
fresco. Las particulares lentivirales fueron colectadas a 24 hs del Ultimo cambio de medio en el sobrenadante
de las células transfectadas, y posteriormente congeladas a -80°C.

3.15 Silenciamiento de la expresion génica mediante ARN de
horquilla corta (shRNA)

La linea celular FRTL5 fue transfectada con el plasmido pLKO.1-shKLC2 o pLKO.1-shSCR segun el protocolo
previamente descripto. A 24 hs de realizada la transfeccidn se procedid a la seleccién utilizando Puromicina 1
mg/ml hasta la aparicion de colonias estables. Posteriormente, se seleccionaron clones estables, a los cuales
se les extrajo proteinas totales y se verifico el silenciamiento de KLC2 mediante WB. La linea celular PCCL3 fue
transducida por medio de particulas lentivirales conteniendo los pldsmidos plKO.1-shSCR o pLKO.1-shKLC2. A
24 hs de realizada la transduccion se procedio a la seleccion utilizando Puromicina 1 mg/ml, hasta la aparicién
de colonias estables. Posteriormente, se seleccionaron clones estables, a los cuales se les extrajo proteinas
totales y se verificd el silenciamiento de KLC2 mediante WB.
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3.16 Generacion de células MDCK-II deficientes en SCRIB mediante
CRISPR/Cas9

El disefo y posterior clonado de las secuencias ARN guias, dirigidos contra los exones 2 y 3 del gen que codifica
para SCRIB de perro, (Guia 1: GGTGGCCAACTTTATGCAGC. Guia 2: TGGAGATCGCGGACTTCAGT) en el
pldsmido pSpCas9(BB)-2A-Puro(PX459)v2.0 (Addgene) fue realizado segun protocolos descriptos (254). El
correcto clonado fue evaluado mediante secuenciamiento directo (Macrogen). Los plasmidos conteniendo los
mencionados guias fueron transfectados en la linea celular MDCK-Il como se detallé anteriormente. A las 24
hs de transfeccion se reemplazé el medio de crecimiento por uno de igual composicién conteniendo
Puromicina 1 mg/mly se incubd durante 72 hs. Posteriormente, se reemplazé el medio de seleccidn por medio
de crecimiento fresco, carente de Puromicina, hasta observar la formacién de clones. Se procedid a la
seleccidn de clones y crecimiento individual escalado de cada uno de ellos durante 15 dias. Posteriormente se
extrajo ADN gendmico de cada uno de los clones utilizando la técnica de extraccion mediante bromuro de
cetiltrimetilamonio segun protocolos descriptos (255) y se amplificaron las regiones que comprenden los
exones 2 y 3 del gen que codifica para SCRIB (Primers: Fw TGCGTCTGCTCCGGAGGG vy Rv
AGCAGGGGACCTCAGGTGTC). Los productos de amplificacion fueron resueltos en un gel de agarosa para
verificar el tamafo del producto y posteriormente purificados para su secuenciacion. Se evidencié una
eficiencia de edicidén génica del 20% para el guia 1 y del 50% para el guia 2. En todos los clones editados se
genera una proteina trunca no funcional. Los experimentos posteriores fueron realizados con dos clones
editados mediante el guia 2: clon 1 (S32Rfs23X SCRIB) y clon 2 (S32Kfs5X SCRIB/S32Lfs1X SCRIB).

3.17 Cria de peces cebra

La linea de pez cebra (Danio rerio) utilizada en el acuario del Instituto de Biologia Molecular de Rosario donde
se realizaron los experimentos es AB (https://zfin.org/ZDB-GENO-960809-7). Los peces juveniles y adultos se
mantuvieron en peceras de cria de 30 a 90 litros con una densidad aproximada de un pez por litro de agua,
utilizando un sistema de filtrado “dry-wet”, a temperatura entre 26 y 28°C, manteniendo ciclos de 14 hs de luz
y 10 hs de oscuridad. Se utilizé agua potable filtrada por ésmosis reversa. Los peces adultos se alimentaron
tres veces al dia, alternando entre hojuelas secas y Artemia sp.

Este estudio se llevd a cabo en estricta conformidad con las normas nacionales e internacionales pertinentes.
Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de Experimentacién Animal de la
Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas de la Universidad Nacional de Rosario, previamente
aceptados por el Ministerio de Salud de la Nacién Argentina.

3.18 Obtencidon de embriones

El dia anterior al apareamiento, los peces reproductores se estimularon alimentandolos con una dosis mayor
de Artemia sp. Por la tarde de ese dia, se separaron machos y hembras, en una proporcién de dos hembras
por cada macho, en canastas de reproduccién especiales (canastas de red que se emplean para evitar que los
peces adultos ingieran los huevos depuestos) ubicadas en peceras de reproduccion. A la mafiana del dia de la

34


https://zfin.org/ZDB-GENO-960809-7

puesta, se mezclaron machos y hembras. Luego de 30-40 minutos, se recolectaron los huevos pasandolos por
un tamiz y se lavaron al menos tres veces con agua del sistema. Posteriormente, los embriones se depositaron
en vasos de precipitado con medio de embriones (Medio E3: NaCl 0.2 mM, KCl 0.17 mM, MgSO4 0.33 mM,
CaCl; 0.33 mM) hasta el momento de ser utilizados.

3.19 Microinyeccion y silenciamiento de klc2 en embriones de pez
cebra inyectados

Los embriones obtenidos por cruzas naturales fueron inyectados en el estadio de 1-4 células en el vitelo
inmediatamente debajo del blastdmero, usando un equipo de microinyeccion manual, impulsado por aire
(MPPI-3 Pressure Inyector, Applied Scientific Instrumentation). Las agujas de inyeccidn consistieron de
capilares de vidrio (con filamento interior, didmetro externo: 1.2 mm, didametro interno: 0.69 mm y longitud:
10 cm) estirados hasta el tamafio y punta deseados, utilizando un instrumento especial para esta tarea
(Narishige, modelo PC-10). Cada una de las soluciones a inyectar, se cargd dentro de la aguja de inyeccion
empleando una puntera especial (tips Eppendorf GELoading 0.5-20 pl) y micropipeta, momentos antes de la
inyeccién propiamente dicha.

El Morpholino® utilizado para inducir la deplecién de la proteina KLC2 es el MO-KLC2SPZB
(GGGAAGCACAGGTGAAACACACACG) de Gene Tools (Philomath), dirigido contra el exdn 2 y que interfiere el
empalme del gen que codifica para KLC2. Dicho Morpholino® ya ha sido previamente utilizado y caracterizado
(256). El MO-KLC2SPZB fue microinyectado en dosis de 2 y 4 ng por embridon. Como control de microinyeccion
se utilizd el Morpholino® Control Standard (MO-GLO, CCTCTT ACCTCAGTTACAATTTATA) en idénticas
condiciones al MO-KLC2SPZB. Este Morpholino® tiene como blanco una mutacidn generadora de empalme en
la posicidn 705 en el pre-ARNm de beta-globina en reticulocitos de humanos talasémicos y por lo tanto no
posee actividad en embriones de pez cebra.

Una vez inyectados, los embriones se colocaron inmediatamente en medio E3 fresco, el cual se renové al
menos 3 veces a lo largo del dia de la inyeccion. Esto se realizé para evitar la contaminacién del medio con
bacterias y hongos que pudieran generarse y reproducirse por la muerte y/o coagulacién de algunos embriones
ocasionados por la inyeccidon. Los embriones inyectados se dejaron recuperar en estufa a 28°C, y se
mantuvieron a esa temperatura realizando cambios periddicos de medio hasta alcanzar las 120 horas pos-
fecundacién (hpf) (5 dias), momento en el cual se procedio a realizar la evaluacién de la funcionalidad tiroidea.

El defecto en el splicing de KLC2 se corroboré realizando RT-PCR (Primers: Fw
CCACATTAGAAGTTTGAACCCCATCC, Rv GTTGGGTATTCGCCAGCTCG) y posteriormente se corrieron los
productos en una electroforesis en agarosa al 2% y se observaron mediante tincién con bromuro de etidio.

Todos los embriones fueron clasificados en sus estadios de acuerdo al desarrollo embrionario en hpf o dias
pos-fecundacién (dpf) a 28.5°C y de acuerdo con criterios establecidos (257,258) utilizando una lupa
estereoscopica Olympus (Olympus Life Sciences).
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3.20 Inmunofluroescencia en Pez Cebra

Embriones de pez cebra de 120 hpf microinyectados con el morpholino control o anti-KLC2 fueron fijados con
4% paraformaldehido durante toda la noche a 4°C. Luego fueron lavados con PBS-Tween 0.1% (PBST) y tratados
con proteinasa K (Roche) 10 pug/ml por 60 min a 37°C. Los embriones fueron lavados tres veces con PBST y
luego incubados en buffer de bloqueo (PBST, 1% DMSO, 1% BSA, 5% suero de caballo y 0.8% triton X-100) por
2 hs. Luego los embriones fueron incubados durante toda la noche a 4°C en buffer de bloqueo conteniendo el
anticuerpo primario (Anti-T4 o Anti-Tg, ver Tabla 2). Posteriormente al lavado con PBST 1% BSA, los embriones
fueron incubados ON a 4°C en buffer de bloqueo conteniendo anticuerpos secundarios (Tabla 2). Los
embriones fueron montados en cubreobjetos utilizando glicerol o metilcelulosa como liquido de montaje y
observados en microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems). La cuantificacion de la sefial fue realizada
por medio del software Fiji-lmageJ.

3.21 Extraccion de ARN de Pez Cebra

El procedimiento de extraccién de ARN total de embriones de pez cebra fue realizado en base al método
descripto (259). Para cada punto experimental se utilizaron 25 embriones. Los embriones fueron lisados en 0.5
ml de TRIzol (ThermoFisher). Luego se adicioné 0,2 ml de cloroformo por ml de lisado, la mezcla se agité
vigorosamente, se incubé 5 min a temperatura ambiente y fue centrifugada a 12.000 x g durante 15 min a 4°C.
El ARN presente en la fase acuosa superior fue recuperado, precipitado con isopropanol y centrifugado a
12.000 x g a 4°C por 15 min. El precipitado se lavé con etanol 75%, se centrifugd a 8000 xg por 15 min a 4°C,
fue secado en estufa a 37°C y finalmente disuelto en agua libre de nucleasas. Posteriormente se procedio a la
evaluacidn de la concentracién de la solucién de ARN mediante su absorbancia a 260 nm. Se determind la
relacion de absorbancia entre 260 y 280 nm para evaluar la calidad de la muestra obtenida. Posteriormente se
evalué la integridad del material extraido mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

3.22 Modelado molecular y analisis bioinformatico

Motivos aminoacidicos lineales fueron predichos mediante la utilizacion del software Eukaryotic Linear Motif
(ELM) (http://elm.eu.org) (260) o mediante la utilizacién de un script para python3 desarrollado utilizando el
modulo de Expresiones Regulares. Los alineamientos multiples de secuencias fueron realizados mediante el
software Clustal-Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (261) o T-Coffee

(http://tcoffee.crg.cat/) (262). El modelo de homologia de NIS fue realizado utilizando como templado la

estructura cristalina del cotransportador de sodio/galactosa de Vibrio parahaemolyticus (vSGLT) (PDB ID:
2XQ2) (263) y el transportador de benzil/hidantoina de Microbacterium liquefaciens (Mhp1) (PDB ID: 2JLN)
(264). El péptido conteniendo el motivo monoleucina de NIS (P576-D584) en complejo con la subunidad o1 de
AP1 (PDB ID: 4P6Z) (265) fue modelado utilizando el software MODELLER. De manera similar se model? el
péptido conteniendo el motivo triptofano acido de NIS (P560-D566) en complejo con la proteina KLC2 (PBD ID:
3ZFW) (209).Las simulaciones de dinamica molecular fueron realizadas a través del paquete Amber molecular
dynamics (266) y el campo de fuerza en agua como ha sido reportado (267). La interaccion del complejo del
péptido de NIS con AP1 fue simulado por 20 ns sin restricciones. Los cdlculos de la energia de interaccion
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fueron realizados a partir de cdlculos de mecanica molecular y del area de superficie generalizada de Born por
medio de las trayectorias y el script MMPBSA.py del paquete de AmberTools. La interaccién del complejo
peptidico de NIS con KLC2 fue simulado por 100 ns sin restricciones. Los segmentos helicoidales libres fueron
simulados por 100 ns manteniendo fijos los residuos 541-550. Los analisis de trayectoria y las imagenes fueron
realizados por medio del software VMD (268). El modelo del complejo del motivo PDZ tipo 1 de NISy el dominio
PDZ 1 de SCRIB fue realizado basado en el cristal PDB ID: 5VWI (269) y posteriormente visualizado en el
software VMD.

3.23 Gestion de residuos peligrosos

Se realizé en base a la normativa institucional, provincial y nacional establecidas en relacion a la gestion de
residuos peligrosos, Ley Nacional 24051: Residuos Peligrosos y documentos complementarios (Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable, Presidencia de la Nacién), Ley Provincial N2 8973 (Agencia Cérdoba
Ambiente) y Resolucién HCD 336/05: Gestién de Residuos Peligrosos (Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba).

3.24 Analisis estadistico

El andlisis de las diferencias multiples entre grupos fue realizado por Analisis de Varianza (ANOVA). Los
resultados se analizaron mediante estadistica no paramétrica utilizando el test de Kruskal-Wallis y como post-
test se utilizé el test de comparaciones multiples de Dunn. Las comparaciones entre dos grupos fueron
analizadas usando el test t de Student o el de Mann-Whitney para muestras no apareadas. Los test estadisticos
fueron realizados con la utilizacion del software Prism 5.0 (GraphPad Software). Valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1 El carboxilo terminal es determinante para el transporte de NIS
a la membrana plasmatica

El transporte de proteinas integrales de membrana esta determinado por sefales de transporte codificadas en
regiones desestructuradas expuestas al citosol y el reconocimiento de éstas por proteinas que asisten el
proceso de transporte intracelular. El carboxilo terminal de NIS es la mayor regidén de la proteina expuesta al
citosol. Segln nuestro modelo de homologia basado en la estructura del cotransportador de sodio/galactosa
de Vibrio parahaemolyticus (vSGLT) (263) (Figura 5A), dicha region de NIS en humano (hNIS) esta constituida
por 97 aminodcidos, comenzando en el residuo 1546 y finalizando en el residuo L643, abarcando casi un sexto
de la longitud total de la proteina. Al dia de la fecha, no se ha reportado ningun tipo de estructura secundaria
estable en esta zona de la proteina por lo cual se constituye como una regién blanco de senales de transporte
o modificaciones post-traduccionales. Reportes previos sugieren que la region carboxilo terminal podria estar
involucrada en los procesos de transporte intracelular de esta proteina dado que la mutante S509RfsX6 (S515X)
NIS, identificada en un paciente con ITD, que carece del ultimo segmento transmembrana y todo el carboxilo
terminal, es retenida intracelularmente (64). La mutacién identificada en el paciente conlleva a un cambio en
el empalme de NIS debido a la aparicién de un sitio de corte y empalme criptico que da lugar a la proteina
trunca S509RfsX6 NIS. Sin embargo, si la eficiencia de reconocimiento de este nuevo sitio criptico de corte y
empalme no es total, se obtendria también un ARNm maduro distinto que al traducirse daria lugar a la proteina
Y531X NIS. A fin de estudiar la relevancia del carboxilo terminal de NIS en los procesos de transporte
intracelular hacia la membrana plasmatica, se analizdé el efecto de la remocién del carboxilo terminal
estudiando la mutante Y531X NIS y una mutante que carece Unicamente de la region carboxilo terminal (1546X
NIS).

4.1.1 El carboxilo terminal de NIS posee informacion relevante para el
transporte intracelular de la proteina y su localizacion final en la membrana
plasmatica

A fines de comenzar nuestro estudio acerca de la relevancia de la region carboxilo terminal en los procesos de
transporte intracelular de NIS, se procedid a transfectar de forma transiente el pldsmido de expresion
conteniendo el ADNc codificante para la proteina WT y la mutante Y531X NIS en la linea celular FRTLS5, y
posteriormente se evalud la localizacién de la proteina por inmunofluorescencia marcando con un anticuerpo
dirigido contra el epitope HA localizado en el extremo amino terminal de la proteina. La linea celular FRTLS5,
proveniente de tiroides de rata Fischer, constituye el modelo celular de estudio de fisiologia tiroidea por
excelencia. Se observé que la mutante Y531X NIS presenta una localizacién intracelular, quedando retenida en
compartimentos membranosos de aspecto reticular, en severo contraste con la localizacidn de la proteina WT
que se localiza en la membrana plasmatica celular (Figura 5B). Estos resultados sugieren que el ultimo paso
transmembrana y el carboxilo terminal son importantes para el correcto transporte de NIS a la membrana
plasmatica.
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Para corroborar que este defecto en el transporte de NIS a la membrana plasmatica es consecuencia de la
ausencia de la region carboxilo terminal, se generd la mutante 1546X NIS que carece de todo el extremo
carboxilo terminal. Se generaron células MDCK-Il expresando de forma estable la mutante 1546X NIS y se
analizé la localizacion subcelular de la proteina. El ensayo de captacion de ioduro fue realizado en presencia y
ausencia del inhibidor competitivo de NIS perclorato (ClO47), demostrdndose que el transporte de ioduro es
realizado de forma especifica por NIS. Vale aclarar que las Unicas células capaces de transportar ioduro son
aquellas que expresan a NIS en la membrana plasmatica, es por esto que esta técnica no solo sirve para
estudiar la funcionalidad del transportador sino también su localizacion celular. Se observd que las células
expresando la mutante 1546X NIS pierden la capacidad de acumular ioduro (Figura 5C) en comparacién con
aquellas células transfectadas con la proteina WT. Esto podria deberse a un defecto funcional de la proteina
mutante o a un defecto en su localizacion subcelular. Es por esto que se analizé mediante citometria de flujo
y microscopia confocal la localizacién subcelular de dicha mutante realizando las tinciones contra el epitope
HA tanto en condiciones permeabilizadas (marca el total de la proteina en estudio que expresa la célula) como
no permeabilizadas (Unicamente marca las proteinas que se encuentran en la membrana plasmatica). No se
observé tincién de la membrana plasmatica por inmunofluorescencia en condiciones no permeablizadas, ni
sefial en citometria de flujo en condiciones no permeabilizadas al analizarse células transfectadas con el
pldasmido que codifica para la mutante 1546X NIS (Figura 5D-F), a diferencia de lo observado para la proteina
WT en donde pudo observarse sefial tanto en la inmunofluorescencia como en la citometria de flujo en
condiciones no permeabilizantes. Sin embargo, si pudo observarse sefial de la mutante 1546X NIS tanto en la
inmunofluorescencia como en la citometria de flujo realizadas en condiciones permeabilizadas (Figura 5D-F).
Ensayos de inmunofluorescencia realizando una co-tincién con el marcador de RE anti-SEKDEL, permitieron
identificar que la mutante que carece del carboxilo terminal de NIS queda retenida en el RE (Figura 5F). A fines
de evaluar la relevancia del extremo carboxilo terminal de NIS en un contexto tiroideo se procedié a realizar
una inmunofluorescencia con la linea celular FRTL5 transfectada con los plasmidos de expresién de WT NIS y
la mutante 1546X NIS. En dichas células transfectadas, se observd un patrdn similar al observado en las células
MDCK-II transfectadas (Figura 5G), es decir una expresién intracelular de la proteina mutante que co-localiza
con el marcador de RE. Teniendo en cuenta estos resultados concluimos que el carboxilo terminal de NIS es
relevante para el transporte intracelular de la proteina a la membrana plasmatica de células tiroideas. Estos
resultados indican que el extremo carboxilo terminal contiene determinantes moleculares indispensables para
la correcta expresidon de NIS en la membrana plasmatica celular.

4.1.2 Las regiones comprendidas entre los residuos 1546 _E578 y E578 K618
son claves en el transporte de NIS a membrana plasmatica

Con el propdsito de identificar qué regiones del extremo carboxilo terminal son las de mayor relevancia en el
transporte de NIS a la membrana plasmatica, se realizaron deleciones parciales de la proteina eliminando
secuencialmente distintas regiones del carboxilo terminal en un plasmido de expresién que codifica para HA-
NIS. Se diseflaron cuatro mutantes particulares abarcando la longitud del carboxilo terminal de NIS:
I1546_E578del, E578_K618del, K618_G634del y G634_Q639del (Figura 6A). Los plasmidos de expresion de cada
una de estas mutantes fueron transfectados de forma estable en la linea celular MDCK-II.
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Figura 5. El carboxilo terminal de NIS es importante para su expresion en la membrana plasmatica. A. Modelo de
homologia de NIS basada en la estructura de vSGLT (PDB ID: 2XQ2). Se detallan los residuos Y531 (amarillo) y 1546
(magenta). B. Microscopia de fluorescencia analizando la localizacién de WT y Y531X NIS marcadas con anticuerpo anti-
HA (verde) en células FRTL5 permeabilizadas. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 pm. C. Captacidn de ?5]-
ioduro en células MDCK-Il expresando de forma estable WT y I546X NIS. Perclorato inhibe la funcion de NIS (barras grises).
Mock: células transfectadas con vector vacio. Los resultados se expresan en pmol ioduro/pg ADN. #p<0.05 respecto a
inhibicidn con perclorato. *p<0.05 respecto a captacién de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). D. Citometria de flujo
analizando la expresion de WT y 1546X NIS en células MDCK-Il no permeabilizadas (MP: membrana plasmatica) y
permeabilizadas (total). E. Cuantificacidn de la expresion relativa de WT y 1546X NIS en la membrana plasmatica analizada
mediante citometria de flujo + SD. ND: Indetectable. *p <0.05 (Mann-Whitney t-test). F y G. Microscopia confocal
analizando la expresion de WT y 1546X NIS en células MDCK-II (F) y FRTL-5 (G) sin permeabilizar (MP: membrana
plasmatica) y permeabilizadas (total) marcadas con anticuerpos anti-HA (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Los nlcleos se
tiferon con DAPI (azul). Escala: 10 um.

Al comenzar el estudio de las deleciones parciales del carboxilo terminal de NIS, se observd que las mutantes
K618 G634del y G634_Q639del son capaces de transportar ioduro, aunque de una forma levemente menor
en comparacion con la proteina WT (Figura 6B). Ademas, se evidencié mediante microscopia confocal de
fluorescencia en condiciones no permeabilizantes y a través de citometria de flujo en condiciones no
permeabilizantes, que las mutantes K618 G634del y G634 _Q639del se localizan en la membrana plasmatica
al igual que la proteina WT (Figura 6C y D). Por lo tanto, concluimos que la delecidn de la regién comprendida
entre los residuos K618 Q639 no afecta el proceso de transporte de NIS a la membrana plasmatica. Sin
embargo, la remocion de las regiones comprendidas entre los residuos 1546_E578 y E578 K618 produce un
efecto notable en la localizacidn subcelular de la proteina en comparacién con WT NIS, observandose que
ninguna de estas mutantes es capaz de transportar ioduro (Figura 6B) debido a que son retenidas de forma
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intracelular como se evidenciéo mediante citometria de flujo y microscopia confocal de fluorescencia (Figura
6C-D). Ademas, mediante microscopia confocal se observd que ambas mutantes co-localizan con el marcador
del RE anti-SEKDEL, lo cual sugiere fuertemente que estas mutantes son retenidas en el RE (Figura 6D).

Al igual que se realizé con la mutante I546X NIS, se procedioé a evaluar la relevancia de las distintas regiones
del carboxilo terminal en el transporte de NIS a la membrana plasmatica en un contexto celular tiroideo. Para
ello, se generaron células FRTL5 expresando establemente las deleciones en estudio y se analiz6 mediante
microscopia confocal su localizacién. Las imagenes obtenidas se condicen con lo visualizado en células MDCK-
I, observandose que las mutantes que carecen de las regiones 1546_E578 y E578 K618 son retenidas a nivel
intracelular en el reticulo endoplasmico (Figura 6E). A partir de estos resultados concluimos que la regién
comprendida entre los residuos 1546 y K618 es determinante para la salida de NIS del reticulo endoplasmico,
Y su consecuente transporte a la membrana plasmatica.
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Figura 6. La region carboxilo terminal comprendida por los residuos 546-618 es importante para la expresion de NIS en
la membrana plasmatica. A. Esquema de la secuencia del carboxilo terminal de NIS humano indicando las deleciones
generadas. El cuadro azul indica la secuencia del segmento transmembrana 13 de NIS. B. Captacién de *l-ioduro en
células MDCK-1I expresando de forma estable WT NIS y las mutantes con deleciones del carboxilo terminal. Los resultados
se expresan en pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a captacién de WT
NIS (ANOVA, Dunns post-test). C. Cuantificacidon de la expresion relativa de WT NIS y las mutantes con deleciones del
carboxilo terminal en la membrana plasmatica analizada mediante citometria de flujo. *p<0.05 (ANOVA, Dunns post-test).
D y E. Microscopia confocal analizando la expresion de WT NIS y las mutantes con deleciones del carboxilo terminal en
células MDCK-Il (D) y FRTL-5 (E) marcadas con anticuerpos anti-HA (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Las deleciones
I1546_E578del y E578_K618del fueron analizadas en condiciones permeabilizantes. Las deleciones K618_G634del y
G634_Q639del fueron analizadas en condiciones no permeabilizantes. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10
pm.
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4.1.3 Identificacion y evaluacion de motivos lineales cortos en el carboxilo
terminal de NIS

Como se menciond anteriormente, el extremo carboxilo terminal de NIS es una region de desorden intrinseco,
es decir desestructurada. Regiones de este tipo poseen motivos aminoacidicos que se constituyen como
blancos de modificaciones post-traduccionales o sefiales de transporte intracelular que son reconocidas por
otras proteinas para direccionar su localizacidn subcelular y/o secrecion en la célula. Con el objetivo de indagar
en la presencia de motivos cortos de aminoacidos en el extremo carboxilo terminal de NIS, se procedié a
realizar un analisis in silico de la secuencia de la proteina mediante el software Eukaryotic Linear Motif (ELM)
(260). Los resultados obtenidos indican la presencia de numerosos posibles motivos lineales de aminoacidos
que podrian ser relevantes en la fisiologia de la proteina. Un andlisis detallado de los mismos permitié
seleccionar solo aquellos relevantes para el proceso de transporte intracelular de NIS (Figura 7A). Entre los
mas relevantes, se destacan motivos de interaccién con proteinas adaptadoras cadenas livianas de kinesinas,
con adaptadores de clatrina, con dominios SH3 y con dominios PDZ.

En general, regiones importantes de las proteinas, ya sean dominios cataliticos o sefiales que regulan su
fisiologia y actividad, se encuentran altamente conservadas en organismos de distintas especies, que en
muchos casos pueden ser distantes taxondmicamente. Con el fin de identificar zonas de alta conservacion
evolutiva, se realizé un alineamiento multiple de secuencias de NIS de distintos mamiferos. Se utilizaron
Unicamente secuencias de mamiferos, dado que las secuencias carboxilo terminal de otros filos difieren
notablemente con la secuencia de NIS humano, particularmente en su longitud, lo cual no permitiria tener una
idea general de la conservacion del carboxilo terminal de la proteina. Las zonas de mayor conservacion se
corresponden con la primera porcidon del carboxilo terminal, en particular la region comprendida entre los
residuos 1546 y E578, lo cual concuerda con la importancia de esta regién en el transporte intracelular de NIS
como se demostrd previamente. Luego existen zonas de conservacion variable, presentando alto grado de
conservacioén en residuos puntuales que parecen ser parte de motivos cortos de aminoacidos, identificados
previamente mediante el software ELM, y que podrian ser importantes en los procesos de transporte
intracelular (Figura 7A). A fines de conocer la relevancia de cada uno de estos motivos cortos de aminoacidos
en el transporte de NIS a la membrana plasmatica, en colaboracién con el laboratorio de la Dra. Nancy Carrasco
(Yale University, EE.UU.), se disrumpid cada uno de estos motivos reemplazando aminoacidos claves del
motivo por residuos alaninas mediante mutagénesis sitio dirigida. En total se generaron nueve mutantes de
NIS (W565A/D566A, V580A, I582A/L583A, L587A, V588A, L594A, K599A/K600A, L612A, T641X) alterando un
total de nueve motivos cortos de aminodacidos (motivos triptofano acido, PDZ interno, monoleucina, PDZ
interno, SH3, PDZ interno, transporte retrégrado, PDZ interno y PDZ terminal, respectivamanete) (Figura 7A).
Cada una de las mutantes fue transfectada de forma estable en la linea celular MDCK-II.

Como se muestra en la Figura 7B-C, las Unicas mutantes que alteraron el transporte de NIS a la membrana
plasmatica son aquellas en las cuales se disrumpid el motivo triptofano acido (563-LWWD-566), el motivo
basado en leucina (578-EEVAIL-583) o el motivo PDZ tipo 1 (641-TNL-643). Segun lo evaluado mediante el
ensayo de captacion de ioduro, estas tres mutantes presentaron una disminucion en la capacidad de
transportar ioduro en comparacion con la proteina WT. Ademds, ensayos de citometria de flujo demuestran
gue estas tres mutantes presentan una menor expresién en la membrana plasmatica en comparacién con la
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proteina WT. Estos resultados permiten concluir que estos tres motivos aminoacidicos estarian involucrados
de forma independiente en el transporte de NIS a la membrana plasmatica. Sin embargo, vale destacar que
Unicamente la disrupcién del motivo triptofano acido parece generar una retencién completa de la proteina
en compartimentos intracelulares debido a que células que expresan dicha mutante no pueden acumular
ioduro. La disrupcién de los motivos basado en leucina y PDZ tipo 1 genera efectos parciales en la localizacidn
subcelular de NIS, dado que células que expresan estas formas mutantes de NIS presentan cierta capacidad de
acumular ioduro.
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Figura 7. Relevancia de motivos cortos de aminoacidos del carboxilo terminal de NIS para su expresion en la membrana
plasmatica. A. Esquema de la secuencia carboxilo terminal de NIS. La altura de las barras en negro del histograma indica
el grado de conservacidn de cada residuo en mamiferos. En recuadros de colores se indican los motivos cortos de
aminodcidos identificados mediante el software ELM (Rojo: triptofano acido, Verde: dileucina acido, Amarillo: PDZ,
Magenta: transporte retrégrado, Turquesa: cluster acido, Gris: SH3). B. Captacién de %l-ioduro en células MDCK-II
expresando de forma estable WT NIS y las mutantes de NIS en las cuales se rompieron los motivos cortos de aminoacidos.
Los resultados se expresan en pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a
captacion de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). C. Cuantificacidn de la expresion relativa en la membrana plasmatica de
WT NISy las mutantes de NIS en las cuales se rompieron los motivos cortos de aminodcidos analizada mediante citometria
de flujo. *p <0.05 (ANOVA, Dunns post-test).

4.2 Identificacion de nuevas mutaciones en el gen slc5a5 asociadas
al desarrollo de hipotiroidismo congénito

Con el objetivo de comprender las bases moleculares del cuadro de hipotiroidismo congénito detectado en
tres pacientes pediatricos cuyo fenotipo clinico, bioquimico e imagenoldgico sugiere un defecto en el
transporte de ioduro, se procedid al estudio de la secuencia que codifica el gen sic5a5.
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4.2.1 Cuadro clinico y secuenciacion del gen slc5a5 en pacientes con
hipotiroidismo congénito

Se estudiaron tres pacientes con hipotiroidismo congénito detectados a partir de la pesquisa neonatal de la
enfermedad. El Paciente A fue diagnosticado con hipotiroidismo congénito por medio de la pesquisa neonatal
de hipotiroidismo congénito (TSH 200 pUl/ml. Linea de corte <15 plU/ml) en el Hospital de Nifios Dr. Ricardo
Gutiérrez (Buenos Aires). El diagnodstico de la enfermedad fue confirmado con el dosaje en suero de TSH 150
pnUl/ml (valores de referencia 1.3-10 pU/ml), T4 total 1.1 pg/dl (valores de referencia 6.0-14.0 pg/dl) y T3 total
30 ng/dl (valores de referencia 80-240 ng/dl). El estudio ecografico demostré una glandula tiroides de correcta
ubicacién y tamafio, mientras que la centellografia utilizando el trazador *!I-ioduro revel6 la ausencia de su
acumulacidn en la glandula tiroides y glandulas salivales (Tabla 4). La secuenciacién del gen slc5a5 reveld una
transicion heterocigota G>A en la posicidn +991 (c.991G>A) localizada en el exén 8 y una transversiéon
heterocigota C>A en la posicion 1.641 (c.1.641C>A) localizada en el exén 13 que se traducen en un cambio de
acido aspartico por asparragina en la posicién 331 (p.D331N) y un cambio de serina por arginina en la posicién
547 (p.S547R), respectivamente (Tabla 5 y Figura 8A).

El Paciente B fue diagnosticado con hipotiroidismo congénito a partir de la pesquisa neonatal (TSH 64 pUl/ml,
linea de corte <10 plU/ml) en el Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad (Cérdoba). El diagndstico fue
confirmado con el dosaje en suero de TSH 203 pUI/ml (valores de referencia 0.44—8.80 pUl/ml), T4 libre 1.6
ng/dl (valores de referencia 0.9 —2.3 ng/dl), T4 total 8.7 pg/dl (valores de referencia 7.2—15.6 pg/dl), T3 total
121 ng/dl (valores de referencia 105-245 ng/dl) y tiroglobulina 84 ng/ml (valores de referencia 6.44-82.82
ng/ml). La ecografia reveld una glandula tiroides de correcta ubicacidon y tamafio (2,3 ml). El ensayo de
centellografia utilizando el trazador radioactivo ®°™Tc-pertecnectato mostré una captacidn severamente
reducida en la glandula tiroides (Tabla 4). La secuenciacién del gen sic5a5 reveld una transicion homocigota
G>A en la posicion +1.682 localizada en el exdn 14. A nivel proteico esta mutacidn se traduce en un cambio no
sindnimo de glicina por acido glutdmico en la posicion 561 (p.G561E) (Tabla 5 y Figura 9A).

El Paciente C fue diagnosticado con hipotiroidismo congénito a partir de la pesquisa neonatal de hipotiroidismo
congénito (TSH 60 pUIl/ml. Linea de corte <15 plU/ml) en el Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez (Buenos
Aires). El diagndstico de la enfermedad fue confirmado con la medicidn en suero de TSH 72 pUl/ml (valores de
referencia 1.3-10 pU/ml), T4 total 0,8 pg/dl (valores de referencia 6.0-14.0 ug/dl) y T3 total 51 ng/dl (valores
de referencia 80-240 ng/dl). El estudio ecografico demostré una glandula tiroides de correcta ubicacion y
tamafio; mientras que la centellografia utilizando el trazador *!I-ioduro reveld ausencia de acumulacién en la
glandula tiroides y glandulas salivales (Tabla 4). La secuenciacién del gen sic5a5 permitié identificar una
transicion heterocigota G>A en la posicion +1.627 (c.1.627G>A) localizada en el exén 13 y una transversion
heterocigota T>A en la posicion 1.684 (c.1.684T>A) localizada en el exon 14 que se traducen en un cambio de
glicina por arginina en la posicion 543 (p.G543R) y un cambio de leucina por metionina en la posicién 562
(p.L562M), respectivamente (Tabla 5 y Figura 10A).
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Tabla 4. Evaluacion bioquimica e imagenolégia de los pacientes en estudio.

Paciente A
Pesquisa Neonatal
TSH (nU1/ml) >200 (linea de corte 15)
Confirmacidn diagnéstica
TSH sérica (uUl/ml) 150
T4 libre (ng/dl) -
Ts total (ug/dl) 1.1
Ts total (ng/dl) 30
Tiroglobulina (ng/ml) -
Ultrasonido de Tiroides Normal

Correcta localizacion
y tamafo

Centellografia %™ Tc-
pertecnectato / *!I-loduro
Captacion Tiroides
No detectado
Captacién Glandulas
Salivales
No detectado

Paciente B

64 (linea de corte 10)

203
1.6
8.7
121

84

Normal

Correcta localizacion
y tamafio

Severamente
reducida

Paciente C

60 (linea de corte 15)

72

0.8

51

Normal

Correcta localizacion
y tamafio

No detectado

No detectado

Tabla 5. Resultados de secuenciacion del gen sic5a5 de los pacientes en estudio.

Mutacion Genotipo Localizacion Proteina
Paciente A Transicidon G>A Heterocigota €.991 —exdén 8 D331N
Transicidon C>A compuesto c.1.641 —exdén 13 S547R
Paciente B Transicion G>A Homocigota c.1.682 —exdn 14 G561E
Paciente C Transicion G>A Heterocigota c.1.627 —exdén 13 G543R
Transversion T>A compuesto c.1.684 —exdn 14 L562M
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4.2 .2 Caracterizacion funcional de las mutantes de NIS identificadas

A continuacidn, con el fin de caracterizar el impacto patoldgico de las mutaciones halladas en los pacientes se
procedio al estudio funcional de las mismas al igual que se realizé con las mutantes de NIS en las cuales se
disrumpieron motivos cortos de aminoacidos.

4.2.2.1 Caracterizacion de las mutantes D331N y S547R NIS

Estudios de captacién de ioduro en células HEK293T, que no expresan NIS enddgeno, transfectadas de forma
transiente para expresar las mutantes D331N o S547R NIS revelaron una escasa o indetectable acumulacion
de ioduro en comparacién con células expresando WT NIS (Figura 8B). El patrén electroforético de WT NIS
mostré polipéptidos no glicosilados (~55 kDa, banda B’), parcialmente glicosilados (~60 kDa, banda B) y
completamente glicosilados (~90-100 kDa, banda A) (Figura 8C). Por otra parte, dichos ensayos de Western
blot revelaron que el polipéptido de NIS completamente glicosilado o maduro que ya abandoné el complejo
de Golgi y se localiza en la membrana plasmatica o en la ruta hacia ella, es escasamente detectable en células
que expresan D331N NIS, mientras que estuvo ausente en aquellas que expresan S547R NIS (Figura 8C). La
mutante S547R presentd Unicamente las bandas parcialmente glicosiladas (menores a 60 kDa), que se
condicen con aquella proteina que aun se localiza en el RE. Los patrones electroforéticos observados sugieren
gue ambas mutantes exhiben una maduracién parcial, siendo principalmente retenidas en el RE. En linea con
estas observaciones, el analisis mediante microscopia confocal reveléd que D331N y S547R NIS co-localizan
principalmente con el marcador de RE anti-SEKDEL, indicando que estas mutantes son retenidas en el RE y, por
lo tanto, no se localizan en la membrana plasmatica (Figura 8D). Es interesante destacar que la alineacién de
multiples secuencias ortélogas de NIS de diferentes especies de metazoos revelé que las variantes D331N y
S547R afectan residuos altamente conservados (Figura 8E), lo que respalda su importancia en la biologia de
NIS.

4.2.2.2 Caracterizacion de la mutante de G561E NIS

Con el fin de entender la causalidad de la deficiencia en transporte de ioduro en el Paciente B, se procedio a la
caracterizacién bioquimica de la mutante de G561E NIS.

Los estudios de captacion de ioduro revelaron que las células MDCK-II que expresan establemente la mutante
G561E NIS presentan una menor capacidad de acumular ioduro, en comparaciéon con aquellas células que
expresan establemente WT NIS (Figura 9B). Considerando que el cambio de la glicina en la posicion 561 por un
acido glutdmico podria ser disruptivo producto de la carga negativa del acido glutamico, se evalud la actividad
de la mutante G561Q NIS donde se reemplazé la glicina por una glutamina, aminodcido que posee el mismo
esqueleto carbonado del acido glutdmico, pero no presenta carga negativa. Sin embargo, la mutante G561Q
NIS no recupera la actividad al nivel de la proteina WT (Figura 9B), demostrando que el reemplazo del
aminodcido glicina en la posicién 561 por aminoacidos de cadena carbonada larga y polares produce una
disminucién en la actividad de la proteina. Adema3s, estos resultados revelan que la disminucidon de la capacidad
de acumular ioduro de la mutante G561E no se deberia a la carga negativa del acido glutamico sino mas bien
a las propiedades estructurales de la cadena lateral del residuo.
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Figura 8. Caracterizacion funcional de las mutantes D331N y S547R NIS. A. Cromatograma mostrando fragmentos de los
exdnes 8 y 13 (nucledtidos +986 a +996 y +1.636 a +1.644, respectivamente) del gen sic5a5. Se indican las mutaciones
heterocigotas compuestas c.991 G>A (p.D331N) y c¢.1.641 C>A (p.S547R) identificadas en el Paciente A. B. Captacion de
1251joduro en células HEK-293T expresando de forma transiente WT, D331N o S547R NIS. Los resultados se expresan en
pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicidn con perclorato. *p<0.05 respecto a captacion de WT NIS (ANOVA,
Dunns post-test). C. Western blot analizando el patron electroforético de WT, D331N o S547R NIS. (A) Péptido
completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado y (B’) péptido no glicosilado. a-Tubulina control de carga.
D. Microscopia confocal analizando la localizacién subcelular de WT, D331N o S547R en células HEK-293T permeabilizadas
marcadas con anticuerpos anti-NIS (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. E.
Alineacion de multiples secuencias de aminodcidos alrededor de los residuos D331 y S547 de NIS humano de ortdlogos
de NIS de diferentes especies de metazoos generadas con PSI/TM-Coffee.

Por otra parte, al evaluar mediante citometria de flujo marcando HA-NIS en condiciones permeabilizadas y no
permeabilizadas se observd que la mutante G561E se encuentra en menor proporcidn en membrana
plasmatica que la proteina WT (Figura 9C-D). Al analizar el patron electroforético de la mutante G561E NIS y
compararlo con el correspondiente a la proteina WT, se visualizé que la mutante G561E NIS presenta una
menor proporcién de la banda correspondiente a la proteina madura a expensas de un incremento de la forma
inmadura de NIS (Figura 9E). Estos resultados sugieren que la mutante G561E NIS presenta un defecto en su
maduracién, llegando en menor medida al complejo de Golgi en comparacién con la proteina WT, lo cual
sugiere una anomalia en el transporte de RE a Golgi. Cuando se evalud su localizacidn mediante
inmunofluoresencia confocal en tinciones realizadas en condiciones permeabilizantes, se observd que la
mutante G561E co-localiza fuertemente con el marcador de RE anti-SEKDEL, y, en menor medida, presenta
localizacién en la membrana plasmatica (Figura 9F). A diferencia de esto, WT NIS se localiza principalmente en
la membrana plasmatica, presentando una escasa o nula co-localizacién con el marcador de RE.
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Para descartar la posibilidad de que la mutacidn G561E afecte la funcionalidad intrinseca de la proteina, se
realizaron experimentos de captacién de ioduro en vesiculas membranosas totales (excluyendo la membrana
nuclear) generadas a partir de células MDCK-II expresando establemente WT y G561E NIS. El ensayo reveld
que la mutacion G561E no afecta la actividad intrinseca de la proteina de transportar ioduro (Figura 9G).

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la mutante G561E NIS no puede madurar correctamente
a lo largo de la via exocitica, siendo parcialmente retenida en el RE, y por ende su expresion en la membrana
plasmatica y, consecuentemente, su capacidad de transportar ioduro se encuentran reducida. Vale destacar
que la posicion 561 se encuentra adyacente al conservado motivo triptofano dcido mencionado anteriormente
(ver seccién 4.1.3 y 4.3), lo cual podria tener relacién con la alteracién funcional de la proteina como base de
la patologia del paciente.
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Figura 9. Caracterizacion funcional de la mutante G561E NIS. A. Cromatograma mostrando un fragmento del exén 14
(nucledtidos +1.678 a +1.686) del gen slc5a5. Se indica la mutacién ¢.1.682 G>A (p.G561E) identificada en el Paciente B.
B. Captacién de ®l-ioduro en células MDCK-II expresando de forma estable WT, G561F o G561Q NIS. Los resultados se
expresan en pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicidn con perclorato. *p<0.05 respecto a captacion de WT NIS
(ANOVA, Dunns post-test). C. Citometria de flujo analizando la expresion de WT o G561E NIS en células MDCK-Il no
permeabilizadas (MP) y permeabilizadas (total). D. Cuantificacion de la expresion relativa de WT o G561E NIS en la
membrana plasmatica analizada mediante citometria de flujo. **p<0.01 (Mann-Whitney t-test). E. Western blot
analizando cambios en el patrdn electroforético de WT NIS o G561E luego del tratamiento con Endo H. (A) Péptido
completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado, (B’) péptido sin glicosilaciones. F. Microscopia confocal
analizando la localizacion subcelular de WT o G561E NIS en células MDCK-II permeabilizadas marcadas con anticuerpos
anti-NIS (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 pm. G. Captacién de *?°I-ioduro en
vesiculas de membrana preparadas de células MDCK-Il expresando WT y G561E NIS. Los resultados se expresan en pmol
ioduro/mg protein * SD. ns: sin significancia estadistica (ANOVA, Newman-Keuls test).
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4.2.2.3 Caracterizacion de las mutantes de G543R y L562M NIS

Con el fin de entender la causalidad de la deficiencia en transporte de ioduro en el Paciente C, se procedid a la
caracterizacion de las mutantes G543R y L562M NIS, al igual que se realizd con la mutante G561E identificada
en el Paciente B.

Mutaciones en la posicion 543 ya han sido descriptas en pacientes con ITD. De la Vieja et al. (60) caracterizaron
la mutante G543E NIS hallada en un paciente con ITD, concluyendo que dicha mutacién produce un problema
en el plegamiento proteico que impide la correcta maduracidn de la proteina y su consecuente retencion en
RE. En este trabajo, los autores evaluaron también los efectos de la sustitucién de la glicina de la posicidn 543
por otros aminoacidos cargados: dcido glutamico, lisina y arginina. Cualquiera de estas sustituciones produce
un efecto similar al observado en la mutante G543E NIS, es decir, la retencién intracelular de la proteina en el
RE. Los estudios de captacion de ioduro revelaron que las células que expresan de forma estable la mutante
G543R NIS no acumulan ioduro, en comparacidn con aquellas células que expresan WT NIS (Figura 10B). Al
evaluar mediante citometria de flujo, marcando HA-NIS en condiciones permeabilizadas y no permeabilizadas,
tanto para la mutante como para WT, se observo que la mutante G543R NIS se encuentra en menor proporcion
en membrana plasmatica que la proteina WT (Figura 10C). En cuanto al patron electroforético de la mutante
G543R NIS, se comprobd que dicha mutante Unicamente presenta el polipéptido parcialmente glicosilado, a
diferencia de WT NIS que presenta el polipéptido maduro y el parcialmente glicosilado (Figura 10D). Al evaluar
la localizacién subcelular de la mutante G543R NIS mediante microscopia confocal se observé que dicha
mutante es retenida intracelularmente y co-localiza con el marcador de RE anti-SEKDEL (Figura 10E). Estos
resultados demuestran que la mutante G543R es retenida intracelularmente en el RE, y disminuyéndose asi su
expresién en membrana plasmatica y consecuentemente su capacidad de transportar ioduro.

Por otra parte, la mutacién L562M se encuentra adyacente a la mutacién G561E identificada en el Paciente B,
y por ende adyacente también al motivo triptofano dcido mencionado anteriormente. Con el objetivo de
evaluar el impacto de la mutante L562M en la fisiologia de NIS, se generaron células MDCK-II expresando
establemente la mutante L562M NIS.

Los estudios de captacion de ioduro revelaron que las células que expresan L562M presentaron una
disminucién en su capacidad de acumular ioduro, en comparacidn con aquellas células que expresan WT NIS
(Figura 10B). Al evaluar mediante citometria de flujo, en condiciones permeabilizadas y no permeabilizadas,
se observé que la mutante L562M NIS se encuentra en menor proporcion en membrana plasmatica que la
proteina WT (Figura 10C), lo cual explica la disminucion en la captacion de ioduro.

Al analizar el patrén electroforético de la mutante L562M NIS, se observé una menor proporcién de la banda
correspondiente a la proteina madura en comparacion con la banda correspondiente a la proteina WT (Figura
10D). Esto indica que la mutante L562M presenta un defecto en su maduracidn, llegando en menor medida al
complejo de Golgi en comparacién con la proteina WT, lo cual sugiere problemas en el transporte de RE a
Golgi. En concordancia, al evaluar su localizacidn en tinciones realizadas en condiciones permeabilizadas, se
encontré que la mutante L562M co-localiza fuertemente con el marcador de RE anti-SEKDEL, y, en menor
medida, presentd localizacién en membrana plasmatica (Figura 10E).
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En conclusidn, los resultados sugieren que la mutante L562M NIS presenta un comportamiento similar al
observado para la mutante G561E NISy por lo tanto, ambas presentan un defecto en su proceso de maduracién
alo largo de la via exocitica o hacia la membrana plasmatica, que conlleva a la retencién parcial de las mutantes
en el RE.
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Figura 10. Caracterizacion funcional de las mutantes G543R y L562M NIS. A. Cromatograma mostrando fragmentos de
los exones 13 y 14 (nucledtidos +1.624 a 1.632 y +1.681 a +1.689, respectivamente) del gen sic5a5. Se indican las
mutaciones en heterocigosis compuesta c.1.627 G>A (p.G543R) y ¢.1.684 T>A (p.L562M) identificadas en el Paciente C. B.
Captacion de %I-ioduro en células MDCK-II expresando de forma estable WT NIS o las mutantes L562M y G543R NIS. Los
resultados se expresan en pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a
captacion de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). C. Cuantificacion de la expresion relativa de WT NIS y las mutantes L562M
y G543R NIS en la membrana plasmatica analizada mediante citometria de flujo. *p<0.05, **p<0.01 (ANOVA, Dunns post-
test). D. Western blot analizando el patrén electroforético de WT, L562M y G543R NIS. (A) Péptido completamente
glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado. E. Microscopia confocal analizando la expresion de WT, L562M y G543R
NIS en células MDCK permeabilizadas marcadas con anticuerpos anti-NIS (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Los nucleos se
tiferon con DAPI (azul). Escala: 10 pm.

4.3 Relevancia del motivo triptofano acido (563-LWWD-566) del
carboxilo terminal en la salida de NIS del RE asistida por KLC2

Como se mostré en la seccion 4.1.3, el motivo triptofano acido localizado en el carboxilo terminal de NIS (563-
LWWD-566) es importante para su transporte a la membrana plasmatica. Las mutaciones G561E y L562M se
encuentran aledafas al motivo triptofano acido del carboxilo terminal de NIS, lo cual nos llevé a preguntarnos
si de alguna manera estas mutaciones alteraban la funcionalidad de dicho motivo. Significativamente, este
motivo se halla altamente conservado desde peces hasta mamiferos (Figura 11A), lo cual sugiere una gran
relevancia fisioldgica del mismo para la proteina. Los motivos triptofano acidos son reconocidos por proteinas
cadena liviana de kinesina (KLC), involucradas en los procesos de transporte intracelular (209).
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4.3.1 La disrupcion del motivo triptofano acido genera la retencion de NIS en
el RE

Como se menciond anteriormente, la disrupcidén del motivo triptofano acido (W565A/D566A NIS) conlleva a
una disminucién en la capacidad de acumular ioduro de las células que expresan la mutante (Figura 11B)
debido a una disminucion de la expresidon de NIS en la membrana plasmatica como se evidencié mediante
citometria de flujo (Figura 11C). Estos resultados indican que la ausencia del motivo triptofano acido conduce
a la retencidén intracelular de la proteina. Con el objetivo de identificar la naturaleza de estos compartimentos
intracelulares, se analizd el patrén de glicosilacion y la localizacién subcelular de esta mutante. Cuando se
analizo el patron de bandas de la mutante W565A/D566A NIS, se observé Unicamente la presencia de la banda
correspondiente a la forma inmadura o parcialmente glicosilada de la proteina, es decir aquella que se
encuentra en RE (Figura 11D). Por otra parte, al analizar la localizacion subcelular de esta mutante mediante
microscopia confocal se observd que co-localiza principalmente con el marcador de RE (anti-SEKDEL) (Figura
11E). Estos resultados se encuentran en concordancia con la ausencia de acumulacidn de ioduro de aquellas
células transfectadas con la mutante W565A/D566A NIS y con la disminucidn de su expresion en la membrana
plasmatica. Estos resultados sugieren que la disrupcién del motivo triptéfano acido produce la retencién de
NIS en el RE, es decir que este motivo de aminodacidos es importante para la salida de la proteina del RE y su
posterior transporte al complejo de Golgi.
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Figura 11. El motivo triptofano acido es clave para la salida de NIS del ER. A. Alineamiento multiple de secuencias de NIS
demostrando el alto grado de conservacidn del motivo triptofano acido LxWD en ortdlogos de diferentes especies de
metazoos. B. Captacidn de '%l-ioduro en células MDCK-II expresando de forma estable WT y W565A/D566A NIS. Los
resultados se expresan en pmol ioduro/pug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a
captacién de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). C. Cuantificacién de la expresion relativa de WT NIS y W565A/D566A NIS
en la membrana plasmatica analizada mediante citometria de flujo. ¥*p<0.05 (Mann-Whitney t-test). D. Western blot
analizando el patrén electroforético de WT y W565A/D566A NIS. (A) Péptido completamente glicosilado, (B) péptido
parcialmente glicosilado. a-Tubulina control de carga. E. Microscopia confocal analizando la expresion de WT y
W565A/D566A NIS en células MDCK-Il permeabilizadas marcadas con anticuerpos anti-NIS (verde) y anti-SEKDEL (rojo).
Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um.

51



4.3.2 El motivo triptofano acido del carboxilo terminal de NIS es reconocido
por la proteina KLC2

Con el fin de indagar en la posible interaccién entre el motivo triptéfano acido de NIS y alguna isoforma de
KLC, se evalud en primer lugar la expresién de dichas isoformas en el tejido tiroideo. Segun el Atlas de Proteinas
Humanas (212), la isoforma KLC2 presenta mayor expresion en la glandula tiroides, lo cual nos llevé a pensar
que KLC2 seria la proteina que reconoce el motivo triptofano acido y asiste la salida de NIS del RE. Es por esto
que se examind la posible interaccién entre el carboxilo terminal de NIS y la proteina KLC2.

Al analizar los eluatos resultantes de una precipitacién mediante GFP-Trap de la proteina KLC2 en lisados de
células HEK293T co-transfectadas transientemente con NIS y GFP-KLC2, se observd la presencia de dos
polipéptidos de NIS. Uno que se corresponderia con la forma inmadura o parcialmente glicosilada de NIS, y
otro de ~120 kDa que se corresponderia con una forma dimérica de la forma parcialmente glicosilada de NIS
(Figura 12A). No se observaron bandas que se correspondan con la forma madura de la proteina. Cuando se
realizd el mismo experimento en un lisado proveniente de células co-transfectadas con la mutante
W565A/D566A NIS y GFP-KLC2, se observd un patrdn electroforético similar de menor intensidad. Esto indica
una disminucién de la interaccion proteica debida a la disrupcién del motivo triptéfano acido, sugiriendo que
NIS interacciona con KLC2 por medio del motivo triptofano acido.

Con el fin de verificar la existencia de la interaccién entre NIS y KLC2 dependiente del motivo triptofano acido,
se realizd un ensayo de ligacién por proximidad (PLA) en células HEK293T co-transfectadas con un plasmido de
expresion de WT NIS o la mutante W565A/D566A NIS y GFP-KLC2. La técnica de PLA es una técnica de
inmunofluorescencia que permite visualizar como puntos fluorescentes la interaccién entre dos proteinas
basandose en el principio de ligacién por proximidad de hebras de ADN conjugadas a anticuerpos (270). Para
que se pueda concretar la ligacidn de las hebras de ADN las proteinas en estudio deben estar a una distancia
menor a 10 nm. En aquellas células co-transfectadas con la proteina WT NIS y GFP-KLC2, se observé la
presencia de sefal fluorescente que demuestra la interaccidon entre ambas proteinas. Por el contrario, en
células co-transfectadas con W565A/D566A NIS y GFP-KLC2, se observd una disminucién de la sefal
fluorescente respecto a WT NIS, sugiriendo una disminucidn de la interaccion entre ambas proteinas (Figura
12B).

Con el objetivo de indagar la relevancia de KLC2 en la fisiologia tiroidea, evaluamos la acumulacién de ioduro
de células PCCL3 y FRTL5 donde la expresién de KLC2 fue reprimida mediante shARN (shKLC2). Se generaron
lineas celulares monoclonales estables provenientes de células PCCL3 y FRTL5, expresando los shARN control
(shSCR) o para silenciar KLC2. Mediante esta técnica se pudo obtener niveles de silenciamiento de KLC2 entre
60 y 90% con respecto a la linea celular control transfectada con un shSCR (Figura 12C y E). Al evaluar la
capacidad de acumular ioduro de las lineas celulares silenciadas para KLC2, se observé que tanto la linea PCCL3
como FRTLS5, presentan una severa reduccion en la capacidad de acumular ioduro con respecto a las lineas
control (Figura 12D-F). Estos resultados evidencian la importancia de KLC2 en el proceso de acumulacién de
ioduro y por ende en la fisiologia tiroidea.

Ademas, al analizar el patrén electroforético de NIS en lisados provenientes de la linea celular PCCL3 en donde
se silencié KLC2, se observd un aumento en la forma inmadura de la proteina (Figura 12C). Estos resultados
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sugieren que en ausencia de KLC2, NIS se acumularia en el RE de estas células. Es importante destacar que
mediante los experimentos realizados durante este trabajo de investigacion no se puede descartar la
posibilidad de que NIS interaccione con otras isoformas de KLC (en particular con KLC1 que también presenta
expresion ubicua), como tampoco la posibilidad de que las proteinas KLC estén involucradas en distintas etapas
del transporte de NIS a la membrana plasmatica y no Unicamente en la salida de NIS desde el RE hacia el Golgi.

A fines de investigar a nivel-atédmico molecular la interaccidén entre el carboxilo terminal de NIS y la proteina
KLC2, en colaboracién con el laboratorio del Dr. Marcelo Marti (Universidad de Buenos Aires, Argentina), se
procedid a realizar un modelado in silico del complejo proteico formado por un octapéptido de NIS humano
qgue abarca el motivo triptofano acido (P560-L567) y los dominios TPR de KLC2. El modelado sugiere que el
motivo triptéfano acido de NIS interacciona con un bolsillo de la proteina KLC2 que posee parches hidréfobicos
(constituido principalmente por los residuos L248, R251, L263, N287, L290, L291), que interaccionan con el
residuo W565 de NIS, y parches basicos (constituido principalmente por los residuos R312, K325 y N329), que
interaccionan con el residuo D566 de hNIS (Figura 12G). Vale destacar que en el modelado molecular se aprecia
que el péptido del carboxilo terminal de NIS debe encontrarse desestructurado o extendido para ser
reconocido por KLC2.

Tomados en su conjunto estos resultados evidencian que KLC2 interacciona con NIS mediante el
reconocimiento del motivo triptofano acido, asistiendo su salida del RE y por ende regulando su expresion en
la membrana plasmatica. Cuando el motivo triptéfano dcido se altera o se pierde o cuando disminuye o se
pierde la expresidn de KLC2, NIS pierde la capacidad de ser reconocido por KLC2 y por lo tanto queda retenido
en el RE, disminuyendo asi su expresidon en la membrana plasmatica, y consecuentemente reduciendo la
capacidad de la célula de acumular ioduro.

4.3.3 TSH regula la expresion de KLC2

Segun los resultados obtenidos, KLC2 es la proteina que asiste la salida de NIS del RE con direccion al complejo
de Golgi a través del reconocimiento del motivo triptéfano acido localizado en su carboxilo terminal.
Considerando la participacion de KLC2 en la biologia de NIS se estudié su localizacién subcelular. Se
transfectaron de forma transiente células MDCK-II con un plasmido de expresion de la proteina de fusion GFP-
KLC2. Con el objeto de analizar la co-localizacion de KLC2 con el RE se procedid a realizar una
inmunofluorescencia en estas células marcando el RE con anti-SEKDEL. Al analizar mediante microscopia
confocal, se osbervé que KLC2 presenta una localizacidn citoplasmatica, expandiéndose desde el RE hacia la
membrana plasmatica celular (Figura 12H). Una fraccién de la proteina KLC2 se localiza en la regidn distal del
RE, posiblemente en los ERES, presentando co-localizacién con el marcador anti-SEKDEL en estas regiones
(Figura 12H, ampliacidon en esquina superior izquierda). Ademas, los resultados indican que KLC2 podria
encontrarse involucrada en el transporte de proteinas a lo largo de toda la via exocitica y no Unicamente entre
RE y Golgi, dado que KLC2 se localiza hasta regiones proximales a la membrana plasmatica celular. Reportes
previos han demostrado la relevancia de las kinesinas a lo largo de toda la via exocitica y particularmente de
la importancia la kinesina-1 en los procesos de transporte bidireccional entre RE y Golgi (215). Estos resultados
apoyan nuestra hipétesis de que KLC2 participa en el transporte de NIS desde el RE hacia el complejo de Golgi.

53



INPUT GFP-Trap W565A/D566A 18
W565A W565A <0
WT _ D566A WT  D566A J®
~ ~ ~ Q'E 1.0
= | ] < ©
~ i, N4 Zg E
a aadaada o<
w L o (15 (49 L [V EE ]
CIRCERCIRCERCERCERC) 0 g5
951 b i .
724 0.0
< 3 L 1 Xy
504 ¢ o218 é:,,‘é?o‘ov
= — = S
95| 5 et | | -GFPKLC2 -, | |KL02 O 9]
- . = — 43 I
- L == 1= = === «=u|GAPDH 3 *
1040 116 045Relacién " 6 1{ #
34- 95 - o e
26—- -— “ - -GFP =5 ’ -A § 3 1 =
1 S
55 /e — = — | a-Tubulina B NI %
E % » F 23 S
S5 o K S 040 43 === == ===]GAPDH &
F & &£ 3 nd nd 721 147 Relacién NIS < <€
TSH- _ TSH+ O30
1
il — . JKic2  F

¥ fes s =~ =]cAPDH 20

1 042 1.71 0.56 Relacion @
H | g

£

Figura 12. La proteina KLC2 interacciona con el motivo triptofano acido mediando la salida de NIS desde el RE hacia el
complejo de Golgi. A. Ensayo de Western blot analizando el material inmunoprecipitado mediante GFP-Trap en células
HEK-293T co-transfectadas de forma transiente con WT o W565A/D566A NIS y GFP o GFP-KLC2. El control de carga
(INPUT) y los eluatos se evaluaron con anticuerpos anti-NIS, anti-GFP y anti-a-Tubulina (control de purificacion). (A)
Péptido completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado, (BB) dimero de péptido parcialmente
glicosilado. B. Ensayo de ligacidn por proximidad (PLA) en células HEK-293T co-transfectadas con WT o W565A/D566A NIS
y GFP-KLC2. La sefial de PLA normalizada se calculd analizando la sefial fluorescente roja proveniente de células que
expresan GFP-KLC2 (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. ***p<0.0001 (Student’s t-test) C. Ensayo
de Western blot evaluando la expresion de KLC2 y NIS en células PCCL3 expresando establemente un shRNA control
(shSCR) o especifico para KLC2 (shKLC2). (A) Péptido completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado. La
expresién de GAPDH se indica como control de carga. D. Captacién de '?°l-ioduro en células PCCL3 expresando
establemente un shRNA control (Scr) o uno especifico para KLC2 (shKLC2). Los resultados se expresan en pmol ioduro/ug
ADN. #p<0.05 respecto a inhibicion con perclorato. *p<0.05 respecto a captacién de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test).
E. Ensayo de Western blot evaluando la expresion de KLC2 en células FRTL5 expresando establemente shSCR o shKLC2.
GAPDH control de carga. F. Captacién de 'l-ioduro en células FRTL5 expresando establemente shScr o shKLC2. Los
resultados se expresan en pmol ioduro/ug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a
captacion de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). G. Modelo atdmico-molecular de la interaccion de los dominios
tetratricopéptidos (TPR) de KLC2 (PDB ID: 3ZFW) y el motivo triptofano acido de NIS (octapéptido P560-L567). Los residuos
de KLC2 fueron coloreados segun sus caracteristicas fisicoquimicas (Rojo: acido, Azul: basico, Blanco: hidrofébico/apolar,
Verde: polar/hidrofilico). H. Microscopia confocal analizando la expresion de GFP-KLC2 en células MDCK-II
permeabilizadas marcadas con anticuerpos anti-GFP (verde) y anti-SEKDEL (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).
Escala: 10 um.

54



Teniendo en cuenta que TSH es el principal regulador hormonal de la célula folicular tiroidea, se estudio su
participacién en la regulacién de la expresidon de KLC2. Para ello se realizé un ensayo de deprivacién hormonal
en células PCCL3 y FRTL5, en donde las células fueron crecidas en medio de cultivo sin TSH por 72 hs, siendo
luego suplementadas con TSH en el medio de cultivo por 24 y 48 hs. Al comparar el patrén electroforético de
KLC2 de células deprivadas de TSH y células estimuladas con TSH, se observd un incremento significativo de su
expresion en presencia de TSH (Figura 12C y E). Estudios previos han demostrado que TSH estimula la
magquinaria de la via secretoria para responder a la carga proteica a sintetizar y transportar (271). Nuestros
resultados se encuentran en linea con lo descripto y ademas explicarian, al menos parcialmente, el mecanismo
por el cual TSH regula de forma post-transcripcional la expresién de NIS en la membrana plasmatica.

4.3.4 Importancia de la proteina KLC2 en la biosintesis de hormonas
tiroideas en pez cebra (Danio rerio)

Para corroborar los resultados obtenidos en un modelo in vivo evaluamos la relevancia de KLC2 en la fisiologia
tiroidea en embriones de pez cebra (Danio rerio), en colaboracidn con el laboratorio de la Dra. Nora Calcaterra
(Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Argentina). Los embriones de pez cebra fueron
microinyectados con morfolinos de silenciamiento de KLC2 (MO-KLC2) o morfolinos control (MO-GLO)
inmediatamente después de la fecundacién (0 hora post fecundacion (hpf)). El MO-KLC2 es un morfolino que
bloquea el empalme que excluye al intron 2 del ARN mensajero maduro que codifica para la proteina KLC2
(272). En caso de que este morfolino y su posterior microinyeccion funcionen adecuadamente, se esperaria
que el intrén 2 del gen que codifica para KLC2 no sea excluido durante el proceso de corte y empalme vy, por
ende, forme parte del ARN mensajero maduro (Figura 13A). Cuando este ARN mensajero aberrante es
traducido da lugar a una proteina trunca de 86 aminodcidos debido a la aparicién de un coddn de terminacién
prematuro que se encuentra en el intron 2. La incorporacion del intrén 2 al ARN mensajero maduro fue
analizada mediante RT-PCR, con primers que hibridan en los exones 1y 3 del gen que codifica KLC2, a las 48 y
120 hpf. Se observé la presencia de un producto de 425 pb para aquellos embriones microinyectados con el
MO-GLO y un producto mayoritario de 617 pb para aquellos embriones microinyectados con MO-KLC2 (Figura
13B), lo cual evidencia que el empalme del intrén 2 fue bloqueado exitosamente mediante el morfolino
utilizado. Si bien en lisados de peces microinyectados con MO-KLC2, el producto mayoritario es el de 617 pb,
existe también un producto minoritario de 425 pb al igual que en los embriones control, lo cual indica que el
silenciamiento de KLC2 en los peces microinyectados no es total. A las 48 hpf el bloqueo del empalme del
intrén 2 es del 70% mientras que a las 120 hpf es del 60%. Si bien con el pasar de las hpf el efecto del morfolino
decae, el grado de bloqueo del empalme del intrén 2 sigue siendo mayor al 50% incluso a 5 dias de la
microinyeccion.

Ante la incapacidad técnica de evaluar la captacion de ioduro o la expresién proteica de NIS en larvas de pez
cebra, se evalud la funcionalidad tiroidea midiendo la cantidad de la hormona T4 sintetizada que aun se
encuentra unida al esqueleto polipeptidico de tiroglobulina (T4-tiroglobulina) y se encuentra acumulada en el
coloide de los foliculos tiroideos (8). Mediante inmunofluorescencia realizada en larvas enteras, se observé
una disminucidn significativa de la cantidad de T4-tiroglobulina en aquellas larvas que poseen KLC2 silenciado
(MO-KLC2) en comparacién con las larvas control (MO-GLO) (Figura 13Cy E). Como control, utilizando la misma
aproximacioén experimental, se analizé la cantidad de tiroglobulina en el coloide folicular evidenciando que el
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silenciamiento de KLC2 no afecta los niveles de la proteina respecto de larvas control (Figura 13D vy E).
Adicionalmente, considerando la posibilidad que el silenciamiento de KLC2 afecte la morfogénesis de los
foliculos tiroideos, evaluamos el nimero y tamafo de foliculos en las larvas control y silenciadas para KLC2
cuyos foliculos fueron tefiidos para analizar la expresidn de tiroglobulina sin observar diferencias significativas.
En conclusién, los resultados sugieren que el silenciamiento de KLC2 generaria un cuadro de hipotiroidismo
dishormonogénico evidenciado por una disminucion en la sintesis de T4 (sin efectos sobre la morfogénesis de
las estructuras foliculares), producto de una disminucién en la acumulacién de ioduro como consecuencia de
una reduccidn en la expresidn de NIS en la membrana plasmatica de la célula folicular tiroidea.

D Tiroglobulina

........ MO-GLO MO-KLC2
i5b
B MO-GLO  MO-KLC2
48 120 48 120 hpf
500 Pb | s ww @ s [KLC2
200 pb -

- W S @ RP3

T4-tiroglobulina

NuUmero de
Foliculos
N ES [}
Area de
Foliculos
2
- o

MO-GLO 4001
200/
0 0
150 150,
ns
.g p=0.0001 .©
sF | = O o
& 100 S 100
O © o.©
o] w5
Lo ] .
O E 50 o) 501
E € o €
e [
O O O O
& O

P ©
Figura 13. El silenciamiento de KLC2 en pez cebra disminuye la produccion de Tiroxina (Ts). A. Modelo de accion del
morpholino anti KLC2 (MO-KLC2) utilizado. En azul se muestran los oligonucleotidos utilizados en la reaccién de PCR
realizada para verificar el efecto de MO-KLC2 sobre el empalme de los exones 2 y 3 de KLC2. B. Producto de amplificacién
de la region del gen de KLC2 afectada por MO-KLC2. La retencidn del intrdn 2 se verificd en larvas de 48 y 120 hpf. A modo
de control de carga se utilizé el gen RPL3. Cy D. Microscopia de epifluorescencia analizando los niveles de T4-Tiroglobulina
(C) y Tiroglobulina (D) en el coloide de foliculos tiroideos en larvas enteras de pez cebra tratadas con el morpholino control
(MO-GLO) o MO-KLC2. E. Cuantificacién de caracteristicas de los foliculos tiroideos en larvas de pez cebra tratadas con el
morpholino control o MO-KLC2. Panel superior izquierdo: nimero de foliculos. Panel superior derecho: superficie de los
foliculos. Panel inferior izquierdo: intensidad de fluorescencia media de T4-Tiroglobulina. Panel inferior derecho:
intensidad de fluorescencia media de Tiroglobulina. ns: no significativo (Student’s t-test).
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4.3.5 Las mutaciones G561E y L562M alteran el reconocimiento del motivo
triptofano acido por KLC2

Como se mencioné anteriormente, las mutaciones G561E y L562M identificadas en sendos pacientes con
hipotiroidismo congénito se encuentran adyacentes al motivo triptofano acido identificado en el carboxilo
terminal de NIS. Habiendo caracterizado la importancia del reconocimiento de dicho motivo por el adaptador
KLC2, nos propusimos evaluar el efecto de las mutantes sobre la interaccién entre NIS y KLC2.

4.3.5.1 La mutante G561E reduce la interaccion entre NIS y KLC2 al estructurar el
motivo triptofano acido

Se evaludé la interaccion entre la proteina mutante G561E NIS y KLC2 mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacién utilizando la tecnologia GFP-Trap. El ensayo de co-inmunoprecipitacion fue realizado en
lisados provenientes de células MDCK-Il expresando establemente WT o G561E NIS transfectadas
transientemente con vectores de expresion para GFP o GFP-KLC2. Tal como se observé previamente (seccidén
4.3.2), la evaluacion del patrén electroforético de NIS en los eluatos provenientes de células co-transfectadas
con WT NIS y GFP-KLC2 reveld la presencia de dos bandas de ~60 kDa y ~120 kDa, que se corresponderian con
polipéptidos monoméricos y diméricos de NIS parcialmente glicosilado (Figura 14A). En severo contraste, al
realizar el mismo ensayo pero en presencia de la mutante G561E NIS no se observé la presencia de banda que
devele la interaccion de la mutante con KLC2. Complementariamente, se realizaron ensayos de ligacion por
proximidad (PLA) para corroborar el efecto de la mutacién G561E sobre la interaccién NIS:KLC2. En células
HEK293T co-transfectadas con la mutante G561E NIS y GFP-KLC2, se observd una disminucién en la cantidad
de seiial fluorescente en comparacion células co-transfectadas con WT NIS y GFP-KLC2, lo cual indica una
disminucién de la interaccion entre ambas proteinas (Figura 14B). Estos resultados revelan que la mutacién
G561E altera la interaccion de NIS con KLC2 y consecuentemente la maduracion de NIS a lo largo de la via
exocitica.

A fines de entender a nivel atdmico-molecular el mecanismo que promueve la ruptura de la interaccién entre
la mutante G561E NIS y el adaptador KLC2 se modeld in silico el octapéptido P560-L567 de NIS humano
conteniendo la mutante G561E dentro de la cavidad de reconocimiento del motivo triptofano acido en la
estructura de KLC2. La inspeccidn visual de las trayectorias de los péptidos WT y E561 no revelé diferencias
significativas en su interaccion con KLC2. Este resultado no es sorprendente, ya que el residuo 561 no conforma
el motivo de unidn y no interaccionaria con KLC2 ya que su cadena lateral permanece expuesta al solvente
durante la simulacién, y en consecuencia, no generaria un impedimento estérico en el reconocimiento del
motivo triptofano acido por el adaptador KLC2. Es de destacar que los motivos triptofano acido son
reconocidos en contextos peptidicos desestructurados (209); por lo tanto, analizamos el efecto de la mutante
G561E en la estructura intrinseca del motivo triptéfano-acido. Predicciones de la estructura secundaria de la
region 552-565 de WT NIS y modelados por homologia utilizando como templado el transportador de Benzil-
hidantoina Mhp1 (PDB ID: 2JLN) revelaron la posibilidad de conformacién de una corta hélice precedida por el
par PG que se encuentra altamente conservado (Figura 11Ay Figura 14C). Se espera que este motivo PG rompa
la hélice favoreciendo una conformacién no estructurada requerida para su reconocimiento por el adaptador
KLC2. Para poner a prueba esta hipdtesis realizamos dinamicas moleculares de péptidos WT y G561E partiendo
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de una conformacidn helicoidal completa. Durante la escala de tiempo de la simulacidn, el péptido que
contiene G561E adopta una estructura secundaria helicoidal el 49% del tiempo en contraste con el 20% del
péptido salvaje (Figura 14D). Ademas, la dindmica reveld una interaccion de enlace de hidrégeno entre E561 y
W564 en el péptido mutante que contribuiria a la estabilidad de las conformaciones alfa-helicoidales que
enmascararia el motivo dificultando su reconocimiento por KLC2 (Figura 14E). Sobre la base de las predicciones
bioinformaticas, planteamos la hipdtesis de que G561E cambia el equilibrio del motivo triptofano acido de
unién a KLC2 naturalmente no estructurado hacia una conformacidon mds estructurada que no permite su
reconocimiento por el adaptador, resultando en la retencién de la mutante en el reticulo endoplasmico. Esto
conllevaria a un defectivo transporte de la proteina mutante a lo largo de la via exocitica, disminuyendo asi la
expresion de NIS en la membrana plasmatica y por ende su capacidad de transportar ioduro, lo cual conllevaria
a un cuadro de hipotiroidismo congénito como ocurre con el Paciente B.

4.3.5.2 La mutante de L562M NIS estabiliza la interaccion entre NIS y KLC2

A fines de entender a nivel atdmico-molecular el efecto de la mutante L562M en la interaccion de NIS con la
proteina KLC2, se procedid a estudiar el modelado molecular del complejo octapéptido NIS (P560-L567),
conteniendo la mutacion L562M, y KLC2. Al igual que la mutante G561E NIS, la mutante L562M NIS no altera
directamente el motivo triptofano acido de NIS dado que la posicidn en la cual se encuentra la mutacién no
constituye el centro de la interaccion entre NIS y KLC2. Sin embargo, la posicion 562 se encuentra sobre la
superficie de interaccién de KLC2 como también es accesible a solvente. Experimentos de dinamica molecular
revelaron que el péptido de NIS mutante L562M presenta una menor energia libre de unién con KLC2 que el
péptido de WT NIS (Figura 14F), lo cual indica que dicha mutacion estabiliza el complejo proteico. Esta
diferencia en la energia de unidn es una consecuencia directa del cambio de aminoacidos en la posicién 562,
es decir la metionina produciria que NIS interaccione mas fuertemente con KLC2 que la leucina (Figura 14G).
Este aumento en la estabilidad del complejo NIS:KLC2 impediria que NIS se libere al llegar al complejo de Golgi,
saturandose asi el sistema de transporte entre RE y Golgi mediado por KLC2, llevando consecuentemente a la
acumulaciéon de NIS en el RE. La acumulacidén de proteina en compartimentos intracelulares debido a
saturacion de los sistemas de transporte intracelular ha sido asociada a condiciones fisioldgicas anormales
(273,274). La saturacion del sistema de transporte mediado por KLC2 conduciria a una disminucion de la
expresion de NIS en la membrana plasmatica, conduciendo a una disminucién en la acumulacidn de ioduro y
consecuentemente a la instauracién de un cuadro de hipotiroidismo congénito como sucede en el Paciente C.
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Figura 14. Las mutantes G561E y L562M alteran la interaccidn de NIS con el adaptador KLC2. A. Ensayo de Western blot
analizando el material inmunoprecipitado mediante GFP-Trap en células MDCK-Il expresando establemente WT o G561E
NIS transfectadas de forma transiente con GFP o GFP-KLC2. El control de carga (INPUT) y los eluatos (GFP-Trap) se
evaluaron con anticuerpos anti-hNIS, anti-GFP y anti-a-Tubulina (control de purificacién). (A) Péptido completamente
glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado, (BB) dimero de péptido parcialmente glicosilado. B. Ensayo de ligacion
por proximidad (PLA) en células HEK-293T co-transfectadas con WT o G561E NIS y GFP-KLC2. La sefial de PLA normalizada
se calculé analizando la sefial fluorescente roja proveniente de células que expresan GFP-KLC2 (verdes). Los nucleos se
tineron con DAPI (azul). Escala: 10 um. ***p<0.0001 (Student’s t-test). C. Modelo de homologia de NIS basada en la
estructura de vSGLT (PDB ID: 2XQ2) y Mhp1 (PDB ID: 2JLN). Se detallan los residuos G543 (naranja), G561 (rojo) y L562
(violeta). D. Dinamica molecular analizando la estructura secundaria de los residuos que conforman el octapéptido P560-
L567 en el contexto de WT y G561E NIS. El color verde indica formacién de estructura secundaria a-hélice. E.
Representacion esquematica del equilibrio entre las formas desestructuradas y estructuradas (a-hélice) del octapéptido
P560-L567 en el contexto de WT (péptido rojo) y G561E NIS (péptido azul). El residuo E561 forma enlace puente hidrégeno
con W564 contribuyendo a la estabilidad de la conformacién a-hélice. F. Energia libre de uniéon (AG, kcal/mol) entre el
complejo del octapéptido WT NISy L562M NIS con KLC2. Se realizaron 500 réplicas de las dindmicas moleculares de ambos
complejos. G. Contribucidn energética especifica de cada aminoacido del octapéptido a la energia libre de unién del
complejo.
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4.4 Relevancia del motivo monoleucina (578-EEVAIL-583) del
carboxilo terminal en el transporte de NIS a la membrana basolateral
de células polarizadas

Como se menciond en la seccién 4.1.3, se identificé un motivo basado en leucina en el carboxilo terminal de
NIS (constituido por los residuos 578-EEVAIL-583) que es importante para el transporte de NIS a la membrana
plasmatica. Como se realizé para el motivo triptéfano acido, se procedid a analizar en detalle la region que
comprende el motivo mediante el alineamiento multiple de secuencias. Dicho alineamiento reveld que los
Unicos residuos del motivo que se encuentran altamente conservados en mamiferos son los residuos acidos y
el residuo leucina (Figura 15A). En la posicién correspondiente a la isoleucina que presenta la secuencia de
hNIS (1582), otras especies presentan aminoacidos de caracteristicas diferentes. Por ejemplo, la secuencia de
NIS de rata, ratén, perro y vaca presenta en esta posicién un residuo treonina, mientras que la secuencia de
cerdo presenta una alanina. Esta observacidon nos condujo a pensar que este motivo corto de aminoacidos
basado en leucinas es un motivo monoleucina, como el reportado para las proteinas factor estimulante de
colonias-1, CD147, Amfirregulina y Betacelulina (147,275-277).

Como se demostrd previamente (Figura 7) la disrupcion de este motivo monoleucina conlleva a una
disminucién de la capacidad de transportar ioduro de células expresando de forma estable la proteina mutante
debido a una disminucion en la localizacidn de la mutante de NIS en la membrana plasmatica (Figura 15B-C).
Ademas, encontramos que el patréon de glicosilacién de la mutante I582A/L583A NIS es similar al que presenta
la proteina WT (Figura 15D). Esto sugiere que la disrupcion del motivo monoleucina no altera el trafico de NIS
de RE a Golgi, pero si altera el trafico desde TGN a la membrana plasmatica.

Es de destacar que la principal relevancia de esta clase de motivos radica en el transporte polarizado hacia la
membrana plasmatica basolateral de células polarizadas. Como se mencioné anteriormente, NIS presenta una
expresion basolateral en los foliculos tiroideos, transportando el ioduro desde el torrente sanguineo hacia el
interior de la célula folicular tiroidea.

Con el fin de indagar la posible participacion del motivo monoleucina del carboxilo terminal en el transporte
basolateral de NIS, se evalud la localizacion sub-celular de las mutantes E578 L583del y I582A/L583A NIS que
disrumpen el motivo monoleucina en células MDCK-Il polarizadas transfectadas establemente. La linea celular
MDCK-II constituye un modelo celular de epitelio bien caracterizado para el estudio de transporte polarizado
de proteinas transmembrana (108) y ha sido ampliamente utilizado para estudiar la expresion polarizada de
proteinas en el epitelio tiroideo. De hecho, células MDCK-II polarizadas recapitulan la expresion polarizada de
varias proteinas de la glandula tiroidea, incluyendo la expresion basolateral de NIS y la expresién apical de TPO
y el transportador de Na*/monocaboxilatos (SMCT) (278,279). Es importante mencionar que monocapas de
células MDCK-Il polarizadas fueron cruciales para descubrir que NIS media el transporte activo del
contaminante ambiental perclorato (15).
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4.4.1 El motivo monoleucina determina la expresion basolateral de NIS

Con el objetivo de evaluar la relevancia del motivo monoleucina en el transporte basolateral de NIS, se generé
una linea celular MDCK-Il que expresa de forma estable una mutante de NIS en la cual se delecionaron los
residuos comprendidos en la regién 578-583 que forman el motivo monoleucina (E578_L583del). Al evaluar la
localizacién de la mutante en células MDCK-II polarizadas, utilizando como marcador basolateral la proteina E-
cadherina, se observé que la mutante se localiza predominantemente en la membrana apical (expresion
basolateral: 40+5%; expresion apical 67+5%), a diferencia de la proteina WT NIS que se localiza principalmente
en la membrana basolateral (expresién basolateral: 95+5%; expresion apical: 5+4%) (Figura 15E). En
concordancia, al indagar en la localizacion de la mutante 1582A/L583A NIS en células MDCK-II polarizadas, se
observé que dicha proteina se encuentra principalmente en la membrana apical (expresiéon basolateral:
17+10%; expresion apical: 85+2%) (Figura 15F).

Con el fin de extender nuestro conocimiento acerca del motivo monoleucina, se procedié a evaluar la
relevancia de dicho motivo en el transporte de NIS de rata (rNIS) a la membrana basolateral. Se generaron
células MDCK-II expresando de forma estable WT rNIS y la mutante de L578A rNIS, que disrumpe el motivo
monoleucina localizado entre los residuos 573-578 en la secuencia de rata. En concordancia con NIS humano,
la proteina WT rNIS se localizé en la membrana basolateral (expresion basolateral: 98+2%; expresion apical:
2+1%). Por lo contrario, la mutante L578A rNIS presentd una localizacién mayoritaria en la membrana apical
(expresion basolateral: 31+5%; expresion apical: 69+6%) (Figura 15G). Estas observaciones fueron validadas en
la linea celular derivada de tiroides FRT, que si bien no expresa NIS de forma enddgena, constituye el Unico
modelo celular de célula folicular tiroidea que posee la capacidad de polarizar en monocapas epiteliales
cuando se cultiva en soportes permeables (280). En células FRT polarizadas, WT rNIS presentd principalmente
localizacién en la membrana basolateral (expresidn basolateral: 93+9%; expresién apical: 8£7%), mientras que
la mutante L578A rNIS presentd localizacién en ambos compartimentos de la membrana plasmatica (expresion
basolateral: 60+£5%; expresidén apical: 35+3%) (Figura 15H). Estos resultados demuestran que el motivo
monoleucina, que se encuentra conservado en distintas especies, es clave para la expresion de NIS en la
membrana basolateral.

4.4.2 La disrupcion de otros motivos de aminoacidos identificados en el
carboxilo terminal no altera el transporte basolateral de NIS

A fines de evaluar la existencia de otros motivos involucrados en el transporte basolateral de NIS se procedio
a evaluar la localizacién de mutantes de NIS que disrumpen otros motivos de aminodcidos vinculados al
transporte intracelular en la linea celular MDCK-Il polarizada. Todas aquellas mutantes evaluadas en las
secciones 4.1.2 y 4.1.3 que se expresan en la membrana plasmatica de células no polarizadas fueron evaluadas
en células MDCK-II polarizadas. Las mutantes mostraron localizacion mayoritaria en la membrana basolateral
(Figura 16A y B), demostrando que ninguno de los motivos de aminoacidos alterados por estas mutantes esta
involucrado en el proceso de transporte basolateral de NIS.
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Figura 15. El motivo monoleucina carboxilo terminal es determinante para la expresion de NIS en la membrana
plasmatica basolateral. A. Alineamiento multiple de secuencias de NIS mostrando el alto grado de conservacién del
motivo monoleucina E[E/D]xxxL. B. Captacién de *l-ioduro en células MDCK-Il expresando de forma estable WT y
I582A/L583A NIS. Los resultados se expresan en pmol ioduro/pug ADN (ANOVA, Dunns post-test. #p<0.05: significancia
respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05: significancia respecto a captacion WT NIS). C. Cuantificacion de la expresidn
relativa de WT y I582A/L583A en la membrana plasmatica (MP) analizada mediante citometria de flujo. *p<0.05 (Mann-
Whitney t-test). D. Western blot analizando cambios en el patrén electroforético de WT y 1582A/L583A luego del
tratamiento con Endo H. (A) Péptido completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado, (B’) péptido sin
glicosilaciones. E-G. Proyeccidon ortogonal (eje xz) de imagenes de microscopia confocal de células MDCK-II polarizadas en
monocapas expresando de forma estable WT NIS o las mutantes E578_L583del (E) y I582A/L583A (F), o con la proteina
WT NIS de rata (rNIS) y la mutante L578A rNIS (G). La expresion de NIS se muestra en verde y el marcador basolateral
enddgeno E-Caderina en rojo. La flecha negra indica la posicidn de la membrana apical. H. Proyeccidn ortogonal (eje xz)
de imagenes de microscopia confocal de células FRT polarizadas en monocapas expresando de forma estable con WT o
L578A rNIS. La expresion de NIS se muestra en verde y el marcador basolateral endégeno E-Caderina en rojo. La flecha
negra indica la posicién de la membrana apical.

4.4.3 La proteina adaptadora de clatrina AP1B es requerida para el transporte
basolateral de NIS

Los motivos cortos de aminoacidos que dirigen el transporte basolateral de proteinas, son generalmente
reconocidos por proteinas adaptadoras citoplasmaticas. Particularmente las proteinas heterotetraméricas
adaptadoras de clatrina (AP), en particular AP1A y AP1B, reconocen motivos basados en tirosina y motivos
basados en leucinas dirigiendo a las proteinas cargo a la membrana plasmatica. AP1B difiere de AP1A
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Unicamente en la subunidad p. La subunidad pl1A es de expresidén ubicua, mientras que 1B esespecifica de
epitelios. Ademas, AP1B ha sido vinculada principalmente al transporte basolateral de proteinas. A fines de
indagar la relevancia de dicho complejo proteico en el transporte de NIS a la membrana plasmatica basolateral,
se procedio a evaluar la localizaciéon de WT NIS en células MDCK-1l donde la expresién de 1B ha sido silenciada
(MDCK-II u1B KD). La carencia de la subunidad p1B impide el ensamblaje del complejo proteico AP1B,
redundando en su deficiencia funcional sin afectar otros complejos AP. La linea celular MDCK-Il u1B-silenciada
exhibe localizaciéon defectuosa en la membrana plasmatica apical de varias proteinas marcadoras de la
membrana plasmatica basolateral, lo que evidencia la relevancia del complejo AP1B en el transporte
basolateral de proteinas. Al evaluar la localizacion sub-celular de WT NIS en la linea celular MDCK-II u1B KD
transfectada establemente se observé que presenta una localizacion mayoritaria en la membrana plasmatica
apical (expresidon basolateral: 32+7%, expresidn apical: 65+7%) (Figura 17A). En linea con la importancia del
motivo monoleucina, estos resultados demuestran que el complejo AP1B es requerido para el transporte
basolateral de NIS.

G634_Q639del

Figura 16. Los aminoacidos 618 a 634 no son requeridos para el transporte basolateral de NIS. A y B. Proyeccion
ortogonal (eje xz) de imagenes de microscopia confocal de células MDCK-II polarizadas en monocapas expresando de
forma estable WT NIS, deleciones del carboxilo terminal (A) o mutantes puntuales de motivos lineales cortos (B). La
expresion de NIS se muestra en verde y el marcador basolateral endégeno E-Caderina en rojo.

Con el objeto de conocer a nivel estructural el reconocimiento del motivo monoleucina por el complejo AP1B,
en colaboracion con el laboratorio del Dr. Marcelo Marti, se procedié a realizar un modelado molecular in silico
del péptido P576-D584 de NIS acomplejado a la subunidad o1 de AP1, que reconoce la o las leucinas de esta
clase de motivos. Para esto se utilizé la estructura cristalina de la subunidad o1 de AP1 unida a la proteina viral
u de HIV-1 (Vpu) (PDB ID: 4P6Z), la cual es un nonapétido que contiene un motivo basado en leucina (ExxxLV)
(281). Los experimentos de dinamica molecular demostraron que la subunidad o1 de AP1 forma un complejo
estable con el péptido de la regidn del carboxilo terminal de NIS que contiene el motivo monoleucina en
estudio. En particular, los residuos 1582 y L583 de NIS se localizaron en un bolsillo hidrofébico formado por los
residuos Y62, L65, F67, V88 y V98 de las subunidad o1 de AP1 (Figura 17B-C). Para determinar la diferencia de
afinidad entre el péptido WT y L583A de NIS, se calcularon las diferencias entre las energias libres de
interaccion de los péptidos con la subunidad o1 de AP1 (AAGB). Al evaluar dicho pardmetro, se observé que
para la mutante L583A NIS la energia libre de union se reduce en 2,9+0,6 Kcal/mol (Figura 17D), lo que se
corresponde con una disminucién de ~20 veces de la afinidad entre el nonapéptido y la subunidad o1 de AP1,
lo cual demuestra la relevancia del residuo L583 en el reconocimiento del motivo. Estos resultados sugieren
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gue el motivo monoleucina localizado en el carboxilo terminal es reconocido por el complejo AP1B y requerido
para el transporte de NIS a la membrana plasmatica basolateral de células MDCK-II.
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Figura 17. El complejo adaptador AP1B es clave para la expresién de NIS en la membrana plasmatica basoalteral. A.
Proyeccién ortogonal (eje xz) de imagenes de microscopia confocal de células MDCK-II u1B KD polarizadas en monocapas
expresando de forma estable con WT NIS. La expresion de NIS se muestra en verde y el marcador basolateral endégeno
E-Caderina en rojo. B. Modelado molecular del péptido P576-D584 de NIS dentro de la cavidad de reconocimiento del
motivo basado en leucina en la estructura cristalina de la subunidad ol de AP1 (PDB ID: 4P6Z). Los residuos de la
subunidad ol fueron coloreados segln sus caracteristicas fisicoquimicas (Rojo: acido, Azul: basico, Blanco:
hidrofdbico/apolar, Verde: polar/hidrofilico). C. Detalle atémico molecular del bolsillo hidrofébico de unién al motivo
basado en leucina en la estructura de la subunidad o1 AP1 (verde). Los residuos hidrofébicos que forman el sitio de unién
se indican en verde. Los residuos 1582 y L583 del péptido de NIS retenidos en la cavidad hidrofébica se muestran en
naranja. D. Contribucién por residuo a la diferencia en los valores de energia libre de union (AAGB, Kcal / mol) entre los
nanopéptidos P576-D584 de WT y L583A acomplejados a la subunidad o1 AP-1.

4.5 Relevancia del motivo PDZ tipo 1 (641-TNL-643) en el
mantenimiento de NIS en la membrana basolateral

El tercer motivo de aminodcidos identificado en la regién carboxilo terminal en funcién de su importancia para
la expresion de NIS en la membrana plasmatica es un motivo PDZ tipo 1 ([T/SIX®coon) conformado por los
ultimos tres aminoacidos del transportador (641-TNL-643). Los motivos PDZ son motivos reconocidos por
proteinas con dominios PDZ que pueden asistir el transporte intracelular de proteinas de membrana o
mantenerlas en determinados compartimentos membranosos, es decir anclandolas en una determinada
localizacién (224). El principal reporte relacionado con la fisiologia de la glandula tiroides revelando la
importancia de los motivos y dominios PDZ en proteinas fue realizado por Lahuna et al. (231). En este trabajo,
los autores demuestran que el TSHR presenta un motivo PDZ tipo 1, constituido por los ultimos tres
aminodcidos de la proteina, que interviene en el proceso de localizacién del receptor en la membrana
plasmatica. Significativamente, el motivo PDZ tipo 1 presente en TSHR, constituido por los residuos TVL,
presenta una alta similitud con el motivo PDZ tipo 1, conformado por los residuos TNL, identificado en el
carboxilo terminal de NIS. Esto nos condujo a pensar la posibilidad de la existencia de una regulacién similar
en ambas proteinas mediada por motivos PDZ y proteinas que con ellos interaccionan.

Como se realizd para los motivos anteriores, se analizd mediante alineamiento multiple el grado de
conservacién del mencionado motivo PDZ tipo 1 de NIS. Todas las especies de mamiferos analizadas poseen
un motivo PDZ tipo 1 constituido por los aminoacidos TNL o similares (Figura 18A). La Unica secuencia de NIS
de mamiferos que presenta diferencias a la de humano es la de vaca, en donde el motivo estaria formado por
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los residuos ANL. El reemplazo de la treonina por un residuo alanina no pareceria representar un cambio
estérico significativo, pero si un cambio en algunas de las propiedades del motivo dado que la treonina
presenta un grupo hidroxilo en la cadena lateral mientras que la alanina posee un grupo metilo. El otro cambio
es la sustitucion del acido glutamico del motivo de hNIS por un residuo serina. Si bien la serina es un aminodcido
polar al poseer un grupo hidroxilo en su cadena lateral, difiere del dcido glutdmico en no poseer una carga neta
negativa. Sin embargo, fosforilaciones en residuos serinas dotan a estos aminoacidos de una carga neta
negativa pudiendo de esta manera adquirir funcionalidades similares a la de los residuos acidos. Por otra parte,
el analisis del carboxilo terminal de NIS en aves y anfibios revelé la presencia de motivos PDZ tipo 1
conformados por las secuencias SHV y SRV. Si bien difieren de los hallados en mamiferos, respetan el consenso
de los motivos PDZ tipo 1. En el caso de la secuencia de NIS en peces no se pudo identificar un motivo PDZ
canénico. Este analisis demuestra el alto grado de conservacion del motivo PDZ tipo 1 de NIS, lo cual devela la
importancia de estos residuos en la fisiologia de la proteina.

La disrupcién del motivo PDZ conlleva a una disminucién de la localizacidn de NIS en la membrana plasmatica
y una disminucién de la capacidad de transportar ioduro de las células que expresan dicha mutante (Figura 6).
Estos resultados sugieren un rol importante de este motivo en los mecanismos que regulan la expresidon de NIS
en la membrana plasmatica.

4.5.1 La disrupcidon del motivo PDZ tipo 1 produce la re-localizacion de NIS en
cuerpos vesiculares intracelulares

Afines de profundizar en el estudio de la relevancia del motivo PDZ tipo 1 del carboxilo terminal en la expresion
de NIS en la membrana plasmatica, se generd una linea celular MDCK-II que expresa de forma estable la
mutante en la cual se delecionaron los ultimos tres aminoacidos de NIS (T641X NIS) y por ende, carece del
motivo PDZ. Como se observé anteriormente, las células que expresan la mutante T641X NIS presentan una
severa reduccidn en su capacidad de acumular ioduro (Figura 18B), debido a una reduccidn de su localizacién
en la membrana plasmatica como se devel6 mediante citometria de flujo (Figura 18C). En cuanto al patrén de
glicosilacién de la mutante, mediante WB se observé que no difiere del patrén de la proteina WT, por lo que
la disminucion en la expresién de la proteina en la membrana plasmatica se deberia a un defecto en el
transporte posterior al complejo de Golgi (Figura 18D). Ademas, mediante microscocopia confocal se
determind que la mutante T641X NIS presenta mayoritariamente una localizacién intracelular en cuerpos
vesiculares (Figura 18E). Si bien la disrupcién del motivo PDZ tipo 1 conduce a la localizaciéon de NIS en
compartimentos intracelulares, parece no tener un efecto total en la relocalizacién de NIS ya que también se
observa expresion de la proteina en la membrana plasmatica. Con el objeto de descartar la posibilidad de que
la delecidn de los ultimos tres aminodacidos de NIS conlleve a la conformacidn de nuevos motivos PDZ o de
transporte, se procedié a reemplazar los ultimos tres aminodcidos que componen el motivo PDZ por residuos
alaninas dando lugar a la mutante de T641A/N642A/L643A NIS (TNL>AAA NIS). Del mismo modo que se
procedid con la mutante T641X NIS, se evalud la localizacién de la nueva mutante TNL>AAA NIS en células
MDCK-II. En consonancia con los resultados evidenciados para la mutante T641X la mutante TNL>AAA NIS
presentd una disminucidon en su capacidad de transportar ioduro (Figura 18F), y una disminucién en su
localizacién en membrana plasmatica con la concomitante aparicién de NIS en cuerpos vesiculares
intracelulares (Figura 18G-H).
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Figura 18. El motivo PDZ tipo 1 carboxilo terminal es importante para la expresion de NIS en la membrana plasmatica.
A. Alineamiento multiple de secuencias de NIS indicando la conservacion del motivo PDZ clase | [S/T]x®coon. B. Captacion
de %l-ioduro en células MDCK-Il expresando de forma estable WT y T641X NIS. Los resultados se expresan en pmol
ioduro/pug ADN. #p<0.05 respecto a inhibicién con perclorato. *p<0.05 respecto a captacion de WT NIS (ANOVA, Dunns
post-test). C. Cuantificacion de la expresion relativa de WT y T641X NIS en la membrana plasmatica analizada mediante
citometria de flujo. *p<0.05 (Mann-Whitney t-test). D. Western blot analizando el patrén electroforético de WT y T641X
NIS. (A) Péptido completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado. E. Microscopia confocal analizando la
expresion de WTy T641X NIS en células MDCK-Il permeabilizadas marcadas con anticuerpos anti-hNIS (verde). Los nucleos
se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 pm. F. Captacién de *?*l-ioduro en células MDCK-Il expresando de forma estable WT
y TNL>AAA NIS. Los resultados se expresan en pmol ioduro/pg ADN. #p<0.05 respecto a inhibicion con perclorato. *p<0.05
respecto a captacién de WT NIS (ANOVA, Dunns post-test). G. Cuantificacion de la expresion relativa de WT y TNL>AAA
NIS en la membrana plasmatica analizada mediante citometria de flujo. *p<0.05 (Mann-Whitney t-test). H. Microscopia
confocal analizando la expresidn de WT y TNL>AAA NIS en células MDCK-II permeabilizadas marcadas con anticuerpos
anti-NIS (verde). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um.

Luego, procedimos a analizar el efecto de la remocidn del motivo PDZ en la localizacidn de NIS en células MDCK-
Il polarizadas. Mediante microscopia confocal se observé que la remocién del motivo PDZ tipo 1 no imposibilita
la expresién de NIS en la membrana plasmadtica basolateral, aunque disminuye su expresidn en este
compartimento debido a la re-localizacion de la proteina hacia vesiculas intracelulares (Figura 19A).
Adicionalmente, se investigd la relevancia del motivo PDZ en la localizacion de rNIS en epitelios polarizados a
fines de conocer la importancia evolutiva de este motivo. Se evalué la localizacién de la mutante T616X rNIS
en células MDCK-II polarizadas transfectadas establemente. En concordancia con lo observado en la mutante
T641X NIS, la mutante T616X rNIS se localiza en compartimentos vesiculares intracelulares y en la membrana
plasmatica basolateral (Figura 19B). La cuantificacion del nimero de vesiculas conteniendo NIS mostrd
diferencias significativas en el caso de células transfectadas con WT NIS y las mutantes que carecen del motivo
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PDZ (Figura 19C). Tomados en su conjunto, estos resultados nos permiten concluir que el motivo PDZ tipo 1 es
clave para la expresién de NIS en la membrana plasmatica basolateral.
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Figura 19. El motivo PDZ tipo 1 carboxilo terminal es importante para la expresion de NIS en la membrana plasmatica
basolateral de células epiteliales polarizadas. A y B. Imagen xy y proyeccién ortogonal (eje xz) de imagenes de
microscopia confocal de células MDCK-II polarizadas en monocapas expresando de forma estable WT, T641X o TNL>AAA
NIS (A) y con WT 0 T616X rNIS (B). La expresidon de NIS se muestra en verde y el marcador basolateral endégeno E-Caderina
en rojo. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. La flecha negra indica la posicidn de la imagen xy que se
muestra en el panel superior. C. Cuantificacion de cuerpos vesiculares conteniendo NIS en células MDCK-II polarizadas en
monocapas expresando de forma estable las mutantes indicadas. **p<0.01 (ANOVA, Dunns post-test).

Vesiculas conteniendoO

4.5.2 La remocion del motivo PDZ tipo 1 conduce a la re-localizacion de NIS
hacia endosomas tardios y lisosomas

A fines de conocer la naturaleza de los compartimentos vesiculares en los cuales se localiza T641X NIS, se
procedio a realizar ensayos de co-localizacion con diferentes marcadores endosomales o de organelas. Para
ello se generaron células MDCK-Il expresando de forma estable la mutante T641X NIS y diferentes proteinas
marcadoras de compartimentos intracelulares fusionadas a GFP. Se optd por analizar la co-localizacién de la
mutante de NIS con los marcadores Rab4a (marcador de endosomas de reciclado), Rab5 (marcador de
endosomas tempranos), Rab14 (marcador de vesiculas de TGN a endosomas), CD63 (marcador de endosomas
tardios) y Lamp1 (marcador de lisosomas). Se analizd6 mediante microscopia confocal la localizacién subcelular
de T641X NIS y los diferentes marcadores vesiculares y, posteriormente, se cuantificd la co-localizacién
midiendo el coeficiente de Manders (M2) para cada co-transfeccion. Se encontré que una fraccion de T641X
NIS colocaliza con marcadores vesiculares Rab4a, Rab14 y Rab5 en una baja proporcion (0.4<M2<0.6) (Figura
20A-B), mientras que presenta una mayor co-localizacion con vesiculas positivas para los marcadores CD63 y
Lampl (M2>0.75) (Figura 20B). Estos resultados indican que la remocién del motivo PDZ conduce a la
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endocitosis de NIS mediada por clatrina (co-localizacién con CD63) que finalmente conduciria a la degradacién
del transportador por via lisosomal (co-localizacidn con Lamp1l). Si bien es sabido que NIS se degrada por via
lisosomal en un proceso mediado por la activacidn de la proteina kinasa activada por adenosina monofosfato
(AMPK) (282), nos preguntamos si la carencia del motivo PDZ exacerba la internalizacién de la proteina y su
posterior degradacion en lisosomas. Para responder esta pregunta decidimos analizar el grado de co-
localizacién que presenta WT NIS tanto con CD63 como con Lampl y comparar estos resultados con los
obtenidos para T641X NIS. WT NIS presenta un nivel menor de co-localizacién con CD63 y con Lampl
(0.5<M2<0.65), en comparacion con T641X NIS que presenta mayores niveles de co-localizacién (M2>0.75)
(Figura 20C-D). Estos resultados sugieren que el motivo PDZ estabilizaria la expresion de NIS en la membrana
plasmatica y que su remocidn exacerba la internalizacién de la proteina y su posterior degradacién por via
lisosomal.

Por otra parte, nos preguntamos si el aumento de localizacién de T641X NIS en lisosomas conduce a una mayor
degradacion de la proteina. Para responder esta pregunta inhibimos la funcidn lisosomal con Bafilomicina que
inhibe la bomba de protones que acidifica la organela en células MDCK-Il expresando establemente WT y
T641X NIS y analizamos su patrén electroforético mediante WB. No se observaron diferencias significativas en
la cantidad total de WT NIS entre las células control y aquellas tratadas con Bafilomicina, como tampoco
diferencias en el grado de glisocilacién de WT NIS (Figura 20E). Sin embargo, se observé un incremento en la
cantidad total de T641X NIS al tratar las células con Bafilomicina con respecto a las células control. Ademas se
observé un incremento de la forma madura de NIS (A) con respecto a la forma inmadura (B) en el tratamiento
con Bafilomicina (Figura 20E). Estos resultados revelan que la remocién del motivo PDZ de NIS exacerba la
degradacion de la proteina por la via lisosomal. En conclusidn, el motivo PDZ estabilizala expresion de NIS en
la membrana plasmatica basolateral, reduciendo la degradacion por la via lisosomal de la forma madura de la
proteina.

4.5.3 Identificacién de proteinas con dominio PDZ capaces de reconocer el
motivo PDZ de NIS

Teniendo en cuenta la relevancia del motivo PDZ en el transporte de NIS a la membrana plasmatica, se abordd
la identificacion de las proteinas con dominio PDZ que pudiesen interaccionar con NIS mediante el
reconocimiento del motivo PDZ regulando su localizacidon en la membrana plasmatica. En colaboraciéon con el
Dr. Thierry Pourcher (Université de Nice Sophia Antipolis, Francia) se realizd6 una pesquisa utilizando el
microarreglo comercial de proteinas con dominio PDZ inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa (fase
sélida) PDZ Domain Array (Panomics/Affymetrix) que pudiesen reconocer una versidon recombinante de la
region 551-643 del carboxilo terminal de NIS humano fusionada en su extremo amino terminal a Tioredoxina
y una etiqueta de histidinas interrumpidos por un sitio de clivaje para enteroquinasa (TRX-6xHis-EK-551-
643NIS). El andlisis revel6 un total de veinte proteinas inmovilizadas con dominio PDZ capaces de interaccionar
con el carboxilo terminal de NIS!. Complementariamente, se realizdé un anélisis bibliografico para filtrar los
resultados en funcidn del tipo de motivo PDZ reconocido, la expresion en la célula folicular tiroidea y la linea
celular MDCK-Ily la localizacion sub-celular en epitelios polarizados a fines de identificar proteinas con dominio
PDZ capaces de interaccionar con NIS de relevancia fisioldgica en la célula folicular tiroidea. De estas diez

! Los resultados conforman la tesis doctoral de la Dra. Elizabeth Darrouzet dirigida por el Dr. Thierry Pourcher.
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proteinas, SNB1(CDC27) presenta localizacion nuclear y NHERF1 y NHERF2 expresion apical, por lo cual fueron
descartadas. Las siete restantes presentan localizacién basolateral pero solo dos de ellas presentan dominios
PDZ capaces de interaccionar con motivos tipo 1 como el constituido por los ultimos cuatro aminodcidos de
NIS. Entre estos se encuentran los dominios PDZ 1, 2 y 4 de la proteina polar SCRIB. En particular SCRIB ha sido
reportada como una proteina que interacciona con el TSHR a través del motivo PDZ (283). Es por esto que los
estudios de interaccidén entre el motivo PDZ tipo 1 del carboxilo terminal de NIS los hemos centrado en la
interaccion con la proteina SCRIB.

Con el objetivo de validar la interacciéon NIS:SCRIB, la construccién recombinante TRX-6xHis-EK-551-643NIS y
aquella careciendo del motivo PDZ (TRX-6xHis-EK-551-640NIS) fueron inmovilizadas en columnas Ni Sepharose
High Performance His-Trap HP (GE Life Sciences) para ser utilizadas como anzuelo en ensayos de pull-down
con lisados totales de células HEK293T transfectadas con GFP-SCRIB o GFP-SCRIB careciendo de sus cuatro
dominios PDZ (GFP-SCRIBAPDZ). La presencia de GFP-SCRIB uUnicamente en los eluatos de columnas
conteniendo el carboxilo terminal de NIS completo confirmé la interaccidon NIS:SCRIB identificada. Ademas, la
interaccion NIS:SCRIB fue verificada en un modelo in vivo de células PCCL3 mediante ensayos de co-
inmunorecipitacion.

69



% ~ 0.8 T D
% % 0.6
Q
()
S & 04
ﬁ ©
o 2 0.21
O
0.0
5
W o N>R
FFP ST
Lampl
1.0,
% %
% o~ 0.81 T % o~ 038 T
o= o=
£+ 06 T 5061
93 95
% S 04 % S 041
=
S = 2] 8 < 02
0.0 0.0-
WT T641X WT T641X
E __wr T641X
Ctrl. Bafilo. Ctrl. Bafilo.
A
NIS
C -9 ¢ "B
f-~| |- e | a-Tubulina
1.37 1.37 0.82 1.97 Relacion A/B
1 135 1 3.35 Relacién NIS/a-Tubulina

Figura 20. La remocion del motivo PDZ carboxilo terminal conduce a la relocalizacidn de NIS hacia endosomas tardios
y lisosomas. A. Microscopia confocal analizando la expresion de T641X NIS en células MDCK-IlI permeabilizadas y co-
transfectadas de forma estable con diversos marcadores fusionados a GFP (verde): Rab4a-GFP, Rab5-GFP, Rab11-GFP,
CD63-GFP y Lamp1-GFP. La expresién de NIS se indica en rojo. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. B.
Analisis del grado de co-localizacién de T641X NIS con distintos marcadores utilizando el coeficiente de Mander M2. Para
el calculo del coeficiente se utilizaron entre 5y 10 células. C. Microscopia confocal analizando la expresion de WT NIS en
células MDCK-Il permeabilizadas y co-transfectadas de forma estable con los marcadores CD63 y Lamp1 fusionados a GFP
(verde). NIS fue marcado con anticuerpos anti-NIS (KELE) (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. D.
Analisis de co-localizacidn diferencial de WT NIS y T641X NIS con los marcadores CD63 (panel izquierdo) y Lamp1 (panel
derecho). Para el célculo del coeficiente se utilizaron entre 5y 10 células para cada condicion. *p<0.05, **p<0.01 (Mann-
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Whitney t-test). E. Western blot analizando el nivel de expresion y el patrén electroforético de WT NIS y T641X NIS luego
del tratamiento con 100 nM Bafilomicina (Bafilo.) durante 6 hs. A modo de control (Ctrl.) se utilizé un lisado de células
que no fueron tratadas con Bafilomicina. (A) Péptido completamente glicosilado, (B) péptido parcialmente glicosilado. a-
Tubulina control de carga. La relacidon A/B evidencia la relacién de densidades de la banda A con respecto a la densidad
de la banda B. El ratio NIS/ a-Tubulina indica la relacion de densidades de NIS total (A+B) respecto a la densidad de a-
Tubulina; en este caso los resultados han sido normalizados respecto a cada una de las condiciones control.

4.5.4 SCRIB interacciona con el motivo PDZ tipo | regulando la localizacion
de NIS en la membrana plasmatica

Con el objetivo de conocer si la interaccion entre NIS y SCRIB ocurre en la membrana plasmatica celular, co-
transfectamos células PCCL3 con WT NIS o T641X NIS y GFP-SCRIB y analizamos luego localizacion subcelular
de las proteinas. Mediante microscopia confocal de fluorescencia se evidencio la co-localizacién de WT NIS con
SCRIB en la membrana plasmatica celular pero no asi de la mutante T641X NIS con SCRIB (Figura 21A). En
aquellas células PCCL3 en las cuales se evidencid co-localizacion entre NIS y SCRIB se procedid a analizar la
interaccion entre ambas proteinas evaluando la transferencia de la energia resonante de Forster (FRET) por
fotoblanqueo del aceptor. Para que la transferencia de energia se concrete ambas moléculas deben
encontrarse a menos de 10 nm de distancia, lo cual evidencia interaccién entre ambas proteinas. Al evaluar
mediante FRET aquellas regiones de membrana plasmatica que presentaron co-localizacién entre NIS y SCRIB,
pudo evidenciarse el aumento de la fluorescencia del fluoréforo dador luego de fotoblanquear el fluoréforo
aceptor, lo cual es indicativo de la presencia de FRET (Figura 21B). La eficiencia de FRET llegd incluso en algunos
casos hasta el 42%, en claro contraste con el control negativo en donde se observan eficiencias de FRET debajo
del 19%. Estos resultados corroboran la interaccién entre NIS y SCRIB en la membrana plasmdtica de la célula
folicular tiroidea.

A fines de entender a nivel atdmico molecular la interacciéon entre NIS y SCRIB, realizamos un modelado
molecular del péptido de NIS conteniendo el motivo PDZ tipo 1y el dominio PDZ 1 de SCRIB basandonos en la
estructura tridimensional del cristal del complejo Scribble:B-PIX (PDB ID: 5VWI) (269). En este modelo
molecular, se observa que el motivo PDZ de NIS se encuentra en interaccién con un bolsillo mayormente
hidrofébico del domino PDZ 1 de SCRIB (Figura 21C). Por otra parte, los aminoacidos polares del motivo PDZ
interactuan con parches hidrofilicos o polares de dicho dominio. Nuevamente, y como se observd para los
modelos anteriores, el motivo PDZ de NIS se encuentra en una conformacién desestructurada para poder
interaccionar con el dominio PDZ de SCRIB.
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Figura 21. NIS interacciona con SCRIB en la membrana plasmatica de células tiroideas. A. Microscopia confocal
analizando la co-localizaciéon de WT o T641X NIS con GFP-SCRIB en células PCCL3 permeabilizadas. NIS fue marcado con
anticuerpos anti-NIS (KELE) (rojo). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Escala: 10 um. B. Andlisis de interaccion entre
NIS y SCRIB mediante FRET por fotoblanqueo del aceptor. El recuadro blanco punteado representa el sitio donde se realizd
el fotoblanqueo del fluoréforo aceptor y donde se evalud la eficiencia de FRET. Escala: 10 um. C. Modelo atéomico
molecular de la interaccion del motivo PDZ tipo 1 carboxilo terminal de NIS con el dominio PDZ1 de SCRIB (PDB ID: 5VWI).
Los residuos del dominio PDZ1 de SCRIB fueron coloreados segun sus caracteristicas fisicoquimicas (Rojo: acido, Azul:
bésico, Blanco: hidrofébico/apolar, Verde: polar/hidrofilico).

4.5.5 En ausencia de SCRIB, NIS se localiza en compartimentos vesiculares

Considerando la relevancia del motivo PDZ en la expresién de NIS en la membrana plasmatica, estudiamos la
participacién de SCRIB en el mencionado proceso. Implementando la herramienta de edicidn gendmica
CRISPR/Cas9, utilizando un ARN guia dirigido contra el exdn 3 del gen que codifica para la proteina SCRIB, se
generaron células MDCK-II deficientes en SCRIB (MDCK-II SCRIB KO) (Figura 22A). Se seleccionaron dos clones,
de los cuales se extrajo el material gendmico y se amplificd mediante PCR la region de interés (Figura 22B). La
secuenciaciéon de los productos de PCR evidencid la edicién génica en ambos clones. El Clon 1 presentd una
insercidn de dos bases en el exén 3 del gen que codifica para SCRIB, en estado homocigota. El Clon 2 presentd
una edicién en estado de heterocigosis compuesta, presentando el alelo A una insercion de una base y el alelo
B una insercion de ciento cincuenta bases (Figura 22B-C). Los tres eventos de insercién de bases ocurrieron en
la regién aledana a la secuencia motivo adyacente al protoespaciador (PAM). Ademas, se generd una linea
celular control transfectando células con la maquinaria de edicién genémica de CRISPR/Cas9 pero sin un ARN
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guia. La secuenciacion de la regidén de interés del gen que codifica para SCRIB revelé que no hubo edicién
génica en esta regidn y por ende el material genético de estas células codifica para WT SCRIB.
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Figura 22. Analisis de la edicion génica del gen que codifica SCRIB en células MDCK-Il mediante la técnica de
CRISPR/Cas9. A. Representacion esquematica del gen que codifica para SCRIB en el genoma de perro. Los recuadros
negros simbolizan los 36 exones. Los asteriscos rojos indican la zona de hibridacién de los oligonucledtidos utilizados para
amplificar dicha region del genoma vy verificar la edicidn génica. En la parte inferior se muestra la secuencia del exén 3
donde se dirigi6 el ARN guia para la edicién mediante CRISPR/Cas9. En azul se indica la secuencia del ARN guia utilizado y
en rojo la secuencia PAM de reconocimiento para la actividad endonucleasa de Cas9. B. Electroforesis en gel de agarosa
de los productos de PCR de clones sometidos a la edicion génica mediante CRISPR/Cas9. La banda A se corresponde con
el tamafio del producto de PCR esperado en la amplificacion de WT SCRIB. C. Cromatogramas mostrando la secuencia
nucleotidica del exdn 3 correspondiente a la regién de hibridaciéon del ARN guia para el clon control (WT SCRIB) y los
clones 1 (S32Rfs23X SCRIB) y 2 (Alelo A: S32Kfs5X SCRIB. Alelo B: S32Lfs1X SCRIB). En negro se indica la secuencia WT de
SCRIB y en color las inserciones producto de la edicidn génica.

En el Clon 1, la insercién de dos bases produce un corrimiento del marco de lectura que lleva a la aparicion de
un coddn de parada (terminacién de la traduccidn) prematuro en la posicion 55 de la proteina (S32Rfs23X
SCRIB). Esta linea celular presenta un fenotipo de un mayor tamafio (drea de nucleo: 240,71+78,74 um?) y que
al ser polarizada en filtros permeables forma una monocopa de menor altura (altura celular: 6,33+0,73 um) en
comparacién con células MDCK-1I SCRIB WT (area de nucleo: 86.79+11.09 um?, altura celular: 11,05+0,60 pum)
(Figura 23A-B). Estas caracteristicas concuerdan con aquellas reportadas por Gujral et al.(284) quienes
realizaron un silenciamiento de la expresion de SCRIB mediado por shRNA (284). Por otra parte, en el Clon 2
las inserciones de una base y ciento cincuenta bases producen corrimientos del marco de lectura que dan lugar
a proteinas truncas (S32Kfs5X SCRIB y S32Lfs1X SCRIB). Si bien estas células forman una monocapa de menor
altura (altura celular: 5,68+1,21 um), al igual que las provenientes del Clon 1, no presentan un mayor tamafio
en comparacion con la linea celular MDCK-1I SCRIB WT (4rea de nucleo Clon 2: 77,92+24,67 um?) (Figura 23A-
B). En ambos clones, el andlisis de la localizacion de proteinas marcadoras de dominios especificos de
membrana plasmatica (GP135: marcador apical. E-cadherina: marcador basolateral) no reveld variaciones
significativas, sugiriendo el mantenimiento de la diferenciacién de los compartimentos apicales y basolaterales
(Figura 23C).

Se generaron células SCRIB WT y SCRIB KO expresando establemente NIS para evaluar la localizacion subcelular
del transportador en células no polarizadas y polarizadas. En células no polarizadas no se evidencié un patrén
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diferencial de NIS entre aquellas células que expresan o no SCRIB (Figura 23A). Sin embargo, en el modelo
polarizado NIS presentd una disminucién en la localizacidn basolateral debido a una re-localizacién de la
proteina en compartimentos vesiculares intracelulares (Figura 23B), al igual que se observd para la mutante
de T641X NIS (Figura 19).

A fines de verificar la importancia de SCRIB en la expresion de NIS en la membrana plasmatica basolateral, se
realizé un ensayo de complementacion co-transfectando células de los clones SCRIB KO con el vector de
expresion de HA-NIS y vectores de expresion codificando GFP o GFP fusionado a la proteina SCRIB (GFP-SCRIB).
Las células transfectadas con GFP-SCRIB presentaron expresion en la membrana plasmatica basolateral de la
proteina SCRIB y recuperacién parcial del fenotipo celular. Por su parte, NIS presentd expresion en la
membrana plasmdtica basolateral, co-localizando con GFP-SCRIB (Figura 23C). Sin embargo, en células
complementadas con GFP no se observd recuperacién fenotipica y NIS se localizé en cuerpos vesiculares
intracelulares y membrana basolateral (Figura 23C), al igual que en las células SCRIB KO transfectadas
Unicamente con NIS (Figura 23B). Estos resultados demuestran que SCRIB estabiliza a NIS en la membrana
plasmatica basolateral a través de la interaccidon del motivo PDZ tipo 1 con los dominios PDZ de SCRIB.

4.6 Estudio de |la expresion de los genes que codifican para proteinas
involucradas en el transporte de NIS a la membrana plasmatica en el
carcinoma papilar de tiroides

La capacidad de acumular ioduro mediada por NIS constituye la piedra angular del tratamiento de tumores
tiroideos. Por mas de 75 afios, la terapia con ioduro radioactivo ha sido usada para eliminar metastasis
provenientes de cancer de tiroides y sus remanentes luego de la tiroidectomia. Sin embargo, muchos tumores
son refractarios al tratamiento con ioduro radioactivo. El 80% de los carcinomas diferenciados de tiroides que
expresan NIS, presentan una expresion intracelular del transportador, el cual se encuentra en compartimentos
intracelulares, sugiriendo anormalidades en el proceso de transporte de NIS a la membrana plasmatica
(76,78,80-83,285,286). Esta localizacion intracelular de NIS ha sido propuesta como una de las razones de la
disminucién de acumulacion de ioduro radioactivo en células tumorales. A fines de entender las causas que
conllevan a la retencidn intracelular de NIS en tumores tiroideos, se evalud la expresion de aquellos genes que
codifican para proteinas que se encuentran involucradas en el transporte de NIS a membrana plasmatica en
tejidos tiroideos normales y carcinomas papilares de tiroides (PTCs), utilizando datos provenientes
secuenciacién de ARN depositados en la base de datos Atlas del Genoma del Cancer (TCGA por sus siglas en
inglés) (72). La simple clasificacion de los carcinomas papilares segln su analisis anatomo-patoldgico es escasa
a la hora de diferenciar entre diversos subtipos tumorales. Segln el perfil transcripcional, los carcinomas
papilares pueden clasificarse en carcinomas BRAF-like o RAS-like (72). El analisis de la expresidn de los genes
KLC2, AP1M2 (u1B) y SCRIB, realizando la divisidén de tumores segun su perfil transcripcional evidencié que los
tres genes se encuentran sobreexpresados en comparacidon con los tejidos normales (Figura 24A). Los
resultados del analisis de los datos de TCGA nos conducen a pensar que la retencién intracelular de NIS no se
debe totalmente a la desregulacidn de los genes que codifican para aquellas proteinas que hemos identificado
como reguladoras de los procesos de transporte intracelular de NIS y su expresion en la membrana plasmatica
celular. Teniendo en cuenta que los complejos AP1 estan formados por cuatro subunidades y que la carencia
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de cualquiera de ellas puede determinar la imposibilidad de armado del complejo, se analizé también el nivel
de expresién de los genes que codifican para todas las subunidades de AP1 (AP1M1, AP1B1, AP1G1, AP1G2,
AP1S1, AP1S2 y AP1S3) (Figura 24B). Ademas, existen distintas isoformas de las subunidades que forman el
complejo AP1, como es el caso de las subunidades p1Ay ui1B (AP1M1 y AP1M2) o las subunidades 01-1, 01-2
y 01-3 (AP1S1, AP1S2 y AP1S3). Como ocurre con el gen que codifica para la subunidad u1B (AP1M2), los genes
que codifican para las subunidades plA (AP1M1), Bl (AP1B1), o1-1 (AP1S1) y o1-2 (AP1S2) estan
sobreexpresados en PTC en comparacién con el tejido tiroideo normal. Por contraparte los genes que codifican
para las subunidades y1-1 (AP1G1) y 01-3 (AP1S3) estan subexpresados en PTC en comparacidon con el tejido
tiroideo normal (Figura 24B). Dada la alta promiscuidad que presentan estas subunidades al momento de
formar el comlpejo proteico AP1, obtener alguna conclusién acertada Unicamente por el analisis de estos
resultados es limitada.
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Clon 1 SCRIB KO Clon 2 SCRIB KO

Clon1
SCRIB KO

Clon 2
SCRIB KO

Figura 23. La deficiencia de SCRIB relocaliza la expresion de NIS en cuerpos vesiculares intracelulares en células MDCK-
Il polarizadas. A-C. Microscopia confocal analizando la localizacién de WT NIS en células MDCK-II control (SCRIB WT) y
deficientes en SCRIB (SCRIB KO) no polarizadas (A) y polarizadas (B), marcadas con anticuerpos anti-NIS (verde). En las
células polarizadas se utilizd6 como marcador basolateral endégeno E-Caderina (rojo) (B) y como marcador apical
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enddgeno GP-135 (rojo) (C). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). La flecha negra indica la posicion de la imagen xy
que se muestra en el panel superior (B). Escala: 10 um. D. Microscopia confocal analizando la localizacion de WT NIS en
células MDCK-Il SCRIB KO (Clones 1 y 2) co-transfectadas con GFP (panel izquierdo) o GFP-SCRIB (panel derecho),
marcadas con anticuerpo anti-NIS (rojo). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (azul). La flecha negra indica la posicion de
la imagen XY que se muestra en el panel superior. Escala: 10 um.

Considerando que el conocimiento detallado de los procesos que modulan la expresion de NIS en la membrana
plasmatica en condiciones fisioldgicas y sus defectos bajo condiciones patolégicas permitird una mejora
sustantiva en el diagndstico y tratamiento de pacientes con tumores refractarios a la terapia con ioduro
radioactivo, futuros estudios son necesarios para dilucidar los mecanismos moleculares que mantienen la
expresion de NIS retenida en compartimentos intracelulares en carcinomas tiroideos.
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Figura 24. Las proteinas interactoras de NIS presentan expresién diferencial en carcinoma papilar de tiroides. A y B.
Andlisis de la expresidon del ARNm de los genes codificantes para proteinas interactoras de NIS identificadas (A) y que
forman parte del complejo AP1 (B). Los carcinomas fueron clasificados segun su perfil transcripcional en Ras-like (verde)
y Braf-like (rojos). **p<0.01, ***p<0.001, ns: no significativo (ANOVA, Dunns post-test).
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4.7 Anexo |: Estudio de la presencia de motivos de aminoacidos
similares a los de NIS en otras proteinas de la via de biosintesis de
hormonas tiroideas

Una de las preguntas que surgié a lo largo del desarrollo de este trabajo fue si el resto de las proteinas
transmembrana que participan en la biosintesis de hormonas tiroideas poseen alguno de los motivos lineales
de aminoacidos que presenta NIS, o algin otro motivo similar, y por ende presentan una regulacion similar en
los procesos de transporte intracelular. Para poder responder a esta pregunta se desarrolld un pequefio
programa bioinformatico utilizando el lenguaje de programacion Pyhton3 y el médulo de expresiones
regulares (regular expressions - RE), el cual fue bautizado con el nombre de ‘NIS motif finder’. Mediante el
mismo se dirigid la busqueda de motivos triptofano acido, tirosina acido (también reportado como interactor
de KLC) (287), basado en tirosina (interaccidén con APs), dileucina/monoleucina acido y PDZ tipo 1. Mediante
los estudios realizados en este trabajo, particularmente los alineamientos multiples de secuencia, se
identificaron regiones flexibles a la variedad aminoacidica de cada motivo; es por esto que el software
desarrollado presenta cierta flexibilidad en cuanto a ciertos aminacidos que componen los motivos, a
diferencia del software ELM. Otra ventaja del software desarrollado en este trabajo es la gran velocidad de
procesamiento y la capacidad de modificacién manual de la informacién de busqueda en las secuencias
proteicas. Por lo contrario, el software ELM es un software online, mas lento y que no siempre tiene actualizada
la base de datos de motivos de la cual se nutre. Sin embargo, el software ELM permite identificar un mayor
numero de motivos lineales de aminoacidos involucrados tanto en modificaciones post-traduccionales como
en los procesos de transporte intracelular.

En cuanto a los resultados obtenidos con ‘NIS motif finder’, podemos decir que todas las proteinas de
membrana involucradas en la sintesis de hormonas tiroideas poseen al menos un motivo de aminoacidos
similar a los que presenta NIS, a excepcién de TPO que pareceria no compartir el tipo de motivos de
aminodcidos con NIS (Tabla 6). El tipo de motivo mas encontrado en estas proteinas es el motivo basado en
tirosinas. Estos motivos interaccionan con las subunidades p de las APs ya sea en procesos de transporte a la
membrana plasmatica o en procesos de endocitosis mediada por clatrina (176,288). Si bien NIS posee un
motivo basado en tirosina en la segunda regidn intracelular, cercano al residuo 124 caracterizado por Paroder
et al. (59), la relevancia de este motivo en los procesos de transporte intracelular atin no ha sido indagada. De
las cinco proteinas analizadas, tan solo el TSHR se expresa basolateralmente al igual que NIS. El TSHR posee un
motivo dileucina 4cido, dos motivos basados en tirosina y un motivo PDZ tipo 1 ya caracterizado (283), y es
junto con Duox2 la proteina que presenta mayor cantidad de motivos similares a los que presenta NIS. Sin
embargo, Duox2 presenta una expresion apical a diferencia de NIS y TSHR. Estos resultados constituyen una
primera aproximacién al estudio de los motivos lineales de aminodcidos involucrados en el transporte
intracelular de las proteinas de membrana que intervienen en la biosintesis de hormonas tiroideas. Sin duda
alguna, la relevancia de estos motivos en los procesos de transporte intracelular deberd ser evaluada en
modelos in vitro de igual manera que se estudiaron los motivos de NIS.
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Tabla 6. Motivos cortos de aminoacidos similares a los de NIS identificados en otras proteinas de la biosintesis de
hormonas tiroideas. Cédigo de aminoacidos de una sola letra. X: cualquier aminoacido. ®: aminoacido hidrofdbico. aa:

aminodcidos.
NIS
aa posicion
Triptofano
acido
(L-X-W-D/E)

LWWD 563-566

Tirosina
acido
(D/E-O-Y-0-
D/E)

Leucina
acido
(D/E-D/E-X-X-
X-L-(1/L/V)

EEVAIL 583-588

Basado en

tirosina
(Y-X-X-O)

YEYL 118-122

PDZ tipo 1
(T/5X-L) ETNL

TSHR
aa posicién
EDVYELI 735-741
YITV 604-608
YELI 738-742
ETVL

TPO

DUOX2
posicién aa posicién
LTWE 918-922
EDKRSL 856-862
DENGFL 869-875
YDLV 713-717
YLSF 837-841
YTEA 1010-1014
YKRF 1030-1034
YILL 1095-1099
YVPF 1116-1120
YVFA 1202-1206
YLQF 1285-1289
YHPF 1314-1318
YPKL 1357-1361
YFIW 1414-1418
YENF 1544-1548

DUOXA2

aa

posicién

aa

EDIEDL

YSEL
YKNI
YGNV

PDS

posicion

618-624

26-30
535-539
555-559

79



5. Discusion

La incorporacion de ioduro desde el torrente sanguineo hacia el interior de la célula folicular tiroidea es
mediada por NIS, que se localiza en la membrana basolateral de la célula folicular tiroidea. Mutaciones que
afectan la capacidad de NIS de mediar el transporte de ioduro conllevan a un fenotipo particular de
hipotiroidismo congénito dishormonogénico conocido como ITD. La identificacion y posterior caracterizacion
de mutaciones en NIS causales de ITD han conducido al entendimiento del plegamiento, transporte y
funcionamiento del transportador (19). Ademas de su importante rol en la fisiologia tiroidea, NIS constituye la
piedra angular del tratamiento con ioduro radiactivo del carcinoma diferenciado de tiroides. La efectividad de
la terapia con ioduro radioactivo depende directamente de la expresion funcional de NIS en la membrana
plasmatica de la célula tumoral tiroidea. Aunque frecuentemente los tumores tiroideos poseen una menor
capacidad de transportar ioduro con respecto al tejido tiroideo normal, los tumores tiroideos diferenciados
mantienen diferentes niveles de expresién de NIS comparados con el tejido normal adyacente
(76,80,82,83,285,286). Sorprendentemente, la expresiéon de NIS en células tumorales es mayormente
intracelular, lo cual sugiere anormalidades en el transporte de la proteina a la membrana plasmatica. Por lo
tanto, desde un punto de vista terapéutico, profundizar en el conocimiento de los mecanismos que regulan el
transporte de NIS a la membrana plasmatica debe ser una prioridad para mejorar la terapia con ioduro
radioactivo. De hecho, el desarrollo de estrategias que restauren la deficiencia en el transporte, ademas de
aumentar la expresion de NIS a nivel transcripcional, serian altamente deseables, ya que defectos en el
transporte de NIS a la membrana plasmatica juegan un rol central en la refractariedad al tratamiento con
ioduro radioactivo. En esta linea de pensamiento, intervenciones terapéuticas que permitan aumentar la
cantidad de moléculas de NIS que se localizan en la membrana plasmatica de células tumorales mejoraria
notablemente la eficacia del tratamiento con ioduro radioactivo, lo cual permitiria disminuir las dosis de
tratamiento y por lo tanto minimizar los efectos secundarios del tratamiento (66). Sin embargo, actualmente
el conocimiento acerca de los mecanismos que regulan la expresién de NIS en la membrana plasmatica celular
es limitado.

La hormona TSH constituye el principal regulador de la expresidén de NIS en la célula folicular tiroidea, no solo
estimulando su expresién a nivel transcripcional sino también a nivel post-transcripcional. La estimulacién de
las células foliculares tiroideas con TSH conlleva a la localizacién y mantenimiento de NIS en la membrana
plasmatica. Ante la deprivacién hormonal, NIS se relocaliza hacia compartimentos intracelulares no
caracterizados y el patron de fosforilaciones se modifica (41). Sin embargo, ninguna fosforilacion ha sido
vinculada de forma directa al proceso de transporte intracelular de NIS (42).

Estudios previos de mutaciones identificadas en pacientes con ITD arrojaron cierta evidencia acerca de la
relevancia de determinadas regiones aminoacidicas de NIS involucradas en el proceso de transporte
intracelular (59,61,289). Particularmente, Pohlenz et al. (64) demostraron que la mutante S509RfsX6 (Y515X)
NIS, identificada en un paciente con ITD, no es transportada a la membrana plasmatica, y por lo tanto, no
media la acumulaciéon de ioduro. Estos resultados sugieren que la regién carboxilo terminal contiene
determinantes moleculares que intervienen en el transporte de la proteina a la membrana plasmatica.
Darrouzet et al. (65) realizaron un analisis sistematico de motivos cortos de aminodcidos de NIS que podrian
estar involucrados en el transporte de la proteina hacia la membrana plasmatica. Si bien los autores reportan
que residuos del segundo segmento citosélico son importantes para el transporte de NIS a la membrana
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plasmatica, ningiin motivo aminoacidico involucrado en el transporte intracelular de NIS fue identificado en el
carboxilo terminal de la proteina.

En el presente trabajo de investigacién hemos demostrado la relevancia del carboxilo terminal de NIS para la
expresion del transportador en la membrana plasmatica celular. Particularmente, la mutante de NIS que carece
de la totalidad de la region carboxilo terminal (1546X NIS) es retenida en el RE de células no polarizadas vy, por
lo tanto, no media la captacion de ioduro. El carboxilo terminal de NIS es la regidn citosélica mas extensa de la
proteina y seria una region desestructurada o de desorden intrinseco. Ambas caracteristicas sugieren que el
mismo podria ser blanco de modificaciones post-traduccionales como también podria poseer motivos lineales
de aminodcidos que sean importantes para los procesos de transporte intracelular. Analisis in silico de
alineamiento multiple de secuencias y busqueda de motivos cortos de aminoacidos en la regidn carboxilo
terminal nos permitieron identificar zonas de alta conservacion como también motivos aminodcidicos que
podrian estar involucrados en los procesos de transporte intracelular. La regién comprendida entre los
residuos 1546 y K618 es la que presenta el mayor grado de conservacidn entre especies y la mayor cantidad de
motivos lineales de aminoacidos. Mediante un andlisis preliminar en células MDCK-Il expresando establemente
diferentes mutantes disefiadas para interrumpir de forma independiente cada uno de los motivos lineales de
aminodcidos que podrian ser de importancia en el transporte intracelular de NIS, pudimos identificar tres
motivos aminoacidicos particulares que son importantes en el transporte intracelular de NIS hacia la
membrana plasmdtica: un motivo triptofano acido (comprendido por los aminoacidos 563-LWWD-566), un
motivo monoleucina (comprendido por los residuos 578-EVAIL-583), y un motivo PDZ tipo 1 (conformado por
los ultimos tres aminoacidos del extremo carboxilo terminal, 641-TNL-643).

Ademas, identificamos nuevas mutantes de NIS en pacientes con hipotiroidismo congénito producto de
defecto en la acumulacién de ioduro sugerida por estudios bioquimicos e imagenolégicos, destacandose en
particular la identificacion de tres nuevas mutaciones en el carboxilo terminal de la proteina que impiden su
transporte a la membrana plasmatica. Se identificaron un total de cinco mutantes: S547R, D331N, G561E,
L562M y G543R, de las cuales S547R, G561E y L562M se localizan en el carboxilo terminal de NIS. La
caracterizacién funcional de las diferentes mutaciones indicé defectos totales (G543R y S547R) o parciales
(D331N, G561E y L562M) en el transporte de la proteina mutante a la membrana plasmatica en células no
polarizadas. La caracterizaciéon bioquimica de las mutantes S547R, G561E y L562M develd que las tres
mutaciones afectan la expresion de NIS en la membrana plasmadtica, corroborando de esta manera la
importancia de la regidn carboxilo terminal en el proceso de transporte intracelular de NIS. En particular, las
mutaciones en las posiciones 561 y 562 se encuentran adyacentes al motivo triptofano acido constituido por
los residuos L563-D566. A sus vez, los resultados dejan en evidencia la relevancia de dicho motivo triptéfano
acido en el proceso de salida de la proteina del RE y transporte anterdgrado hacia el complejo de Golgi, es
decir en la primer etapa del proceso de transporte intracelular de la via exocitica o secretoria. Por otra parte,
pudimos identificar a la proteina KLC2 como la mediadora de este proceso. KLC2 reconoce el motivo triptofano
acido de NIS por medio de sus dominios TPR regulando la salida de NIS del RE. Sin embargo, no podemos
descartar la participacion de KLC2 en los procesos de transporte de NIS posteriores a Golgi debido a que, al
tratarse de un proceso secuencial, la interrupcién del motivo triptofano acido o la deplecién de KLC2
Unicamente nos permitiria evidenciar la primer etapa en la cual se encuentran involucrados estos actores. La
identificacion del mencionado motivo nos brindd la posibilidad de dilucidar el mecanismo por el cual las
mutaciones G561E y L562M causan una disminucion en la funcionalidad de la proteina producto de su
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retencién parcial en el RE. Simulaciones computacionales y ensayos bioquimicos revelaron que la mutacion
G561E reduce la interaccion NIS:KLC2 producto de una alteracién en la estructura tridimensional de la
secuencia del motivo triptéfano dacido, resultando en la retencién de la mutante G561E en el RE. Estos
resultados permitirian explicar la deficiencia en la acumulacién de ioduro en el paciente homocigota para la
mutacion G561E y, por ende, su defecto en la biosintesis de hormonas tiroideas. En el caso de la mutante
L562M NIS, experimentos de simulacién computacional sugieren que el cambio de la leucina por una metionina
produciria una estabilizacién del complejo NIS:KLC2, impidiendo el desarmado del complejo proteico al llegar
al complejo de Golgi y la continuidad de su transporte a lo largo de la via exocitica. Esto produciria una
saturacion del sistema de transporte mediado por KLC2 entre RE y Golgi y la consecuente acumulacién de NIS
en el RE. Ademds de la mutacidon L562M, el Paciente C presenta también la mutacion G543R. Para que
pacientes que presentan heterocigosis compuesta en el gen que codifica para NIS tengan un fenotipo de ITD,
ambas mutaciones deben ser patogénicas, es decir producir una proteina que no pueda llevar adelante su
actividad de forma correcta. En este caso en particular, se pudo concluir que tanto la mutante G543R NIS como
la mutante L562M NIS son patogénicas. Estos resultados permitirian explicar el cuadro de hipotiroidismo
congénito que presenta el Paciente B debido a deficiencia en el transporte de ioduro.

En estrecha relacién, deficiencias en el transporte anterdgrado debido a mutaciones en microtubulos o
motores moleculares asociados a microtibulos, como las kinesinas, estan asociadas con varias enfermedades,
incluido el hipotiroidismo congénito (290). En particular mutaciones en el gen TUBB1, que codifica para una
tubulina de la familia de las B-tubulina, han sido identificadas en familias con hipotiroidismo congénito. Este
gen se expresa en el tejido tiroideo de humanos y ratones durante el desarrollo de la glandula y en el tejido
adulto. Las mutaciones halladas en este gen impiden la incorporacién de dimeros a/B-tubulina a los
microtubulos y han sido vinculadas directamente al incorrecto desarrollo de la glandula tiroides y la
incapacidad de secretar hormonas tiroideas (290). Sin embargo, poco se sabe sobre el papel de los complejos
de proteinas motoras de kinesina en el transporte intracelular de proteinas en células tiroideas. D'Amico et al.
(218) demostraron que el déficit de KIF3A produce hipotiroidismo leve como consecuencia de una sefalizacion
deficiente de TSH debida a defectos en el transporte del TSHR a la membrana plasmatica, lo cual demuestra la
relevancia de estos motores moleculares en la fisiologia tiroidea. Sin embargo, el complejo motor constituido
por KIF3A forma parte de una familia de kinesinas distinta a la de Kinesina-1 constituida por cadenas livianas
(KLC) y cadenas pesadas (KHC). Es por esto que la identificacion de KLC2 como una de las proteinas que asiste
a NIS en su transporte intracelular constituye el primer reporte de la relevancia de los complejos motores
Kinesina-1 en la fisiologia tiroidea.

La identificacién de KLC2 como una de las proteinas que asiste el transporte de NIS a la membrana plasmatica
nos condujo a pensar en la relevancia de dicha proteina en un contexto tumoral. La ausencia de KLC2 en la
célula tumoral permitiria explicar, al menos en parte, la retencién intracelular de NIS en ciertos tumores
tiroideos. Es por ello que analizamos el nivel de expresidn transcripcional de KLC2 en carcinomas papilares de
tiroides por medio de los datos de RNA-seq depositados en la base de datos TCGA (72). Para nuestra sorpresa,
la expresion de KLC2 a nivel transcripcional se encuentra aumentada en carcinomas papilares de tiroides. Estos
resultados refutarian nuestra hipétesis acerca del silenciamiento de KLC2 en un contexto tumoral, aunque no
podemos descartar que existan mecanismos a nivel post-transcripcional que regulen su expresion a nivel
proteico. Ademas la gran plasticidad de los complejos motores dada por la presencia de diversas isoformas de
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las subunidades que las componen (cuatro isoformas de KLC y tres de KHC) y los multiples mecanismos de
regulaciéon de los mismos, abren nuevos interrogantes acerca de la regulacidn de los mecanismos de transporte
mediados por estos complejos moleculares. En particular, la interaccion de KLC con sus respectivos cargos
puede verse regulada por diversos mecanismos, como empalme alternativo (215) y fosforilaciones (291-294).
Respecto a la fosforilacidon de KLC se ha propuesto que las kinasas GSK3, ERK y CaMKII fosforilan esta clase de
proteinas (291,293). En lo que respecta a tumores tiroideos, la via de las MAPK se encuentra frecuentemente
desregulada y por ende existiria la posibilidad de que KLC2 sea fosforilada por ERK o incluso por CaMKII. En
este contexto, la interaccion de KLC2 con sus respectivos cargos podria encontrarse alterada, lo cual permitiria
explicar por ejemplo la retencién intracelular de NIS en tumores tiroideos. Esto constituiria un mecanismo
adicional de regulacién negativa de la expresién funcional de NIS por la via de las MAPK. Por otra parte, la
regulaciéon de la interaccién de KLC con sus cargos por GSK3 parece poco probable en el contexto tumoral
tiroideo dado que GSK3 es inactivada por ERK. Como se menciond anteriormente, la especificidad de
interaccion de KLC con sus cargos se encuentra también regulada por corte y empalme alternativo. KLC1 y KLC2
presentan al menos dos isoformas debido a corte y empalme alternativo que interaccionan de forma
diferencial con los cargos y con los dominios KHC (215,295). La desregulacidon de estos mecanismos se
encuentra directamente relacionada con la progresiéon tumoral (296) y por lo tanto, podria alterar la
interaccion de KLC con sus cargos. Este modelo permitiria también explicar la retencién intracelular de NIS
debido a una alteracion de la interaccion con KLC2.

Si bien no se ha determinado la localizacién subcelular de NIS en la célula tumoral tiroidea, existe cierta
evidencia que indicaria que NIS es principalmente retenido en el RE. El patrén electroforético de NIS en la linea
celular K1 de carcinoma diferenciado de tiroides revela la presencia mayoritaria de la forma inmadura de NIS
localizada en el RE (89). Por otra parte, ensayos de PLA en la linea celular TPC-1 de carcinoma diferenciado de
tiroides revelaron que NIS se localiza mayoritariamente en RE y complejo de Golgi (90). Sin embargo, el patron
electroforético de NIS en estas células no es claro ya que los autores Unicamente muestran la banda
correspondiente a la proteina madura. Estos resultados apoyan nuestra hipdtesis acerca de la acumulacién de
NIS en el RE de células tumorales tiroideas debido a una pérdida de la interaccion NIS:KLC2. Seria de particular
interés y relevancia entender el rol de la proteina KLC2 en los procesos de transporte intracelular en un
contexto tumoral y, particularmente, evaluar agonistas o moléculas estimulatorias de la actividad de esta
proteina como posibles agentes terapéuticos que incrementen la expresion de NIS en la membrana plasmatica
y por ende la capacidad de acumular ioduro de las células tumorales tiroideas.

Como se indicd previamente, la célula folicular tiroidea forma un epitelio altamente polarizado que determina
la orientaciéon de los sistemas enzimaticos que intervienen en la biosintesis de hormonas tiroideas.
Particularmente, el transporte de ioduro ocurre a nivel de la membrana plasmatica basolateral donde el ioduro
presente en el torrente sanguineo es transportado eficientemente por NIS hacia el interior celular. Por lo tanto,
la secuencia de NIS habria de contener sefales aminoacidicas reconocidas por la maquinaria de transporte
intracelular que determinen su localizacién en la membrana plasmatica basolateral. En este trabajo de
investigacién identificamos un motivo monoleucina altamente conservado en mamiferos (E578-L583)
determinante para el transporte basolateral de NIS en monocapas de células epiteliales polarizadas. Es
importante destacar que las secuencias de NIS de otros filos no presentan un motivo monoleucina en el
carboxilo terminal como el encontrado en mamiferos, pero si presentan motivos dileucina o motivos basados
en tirosinas que también pueden intervenir en los procesos de transporte polarizado. En coincidencia con
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nuestros resultados, la mutante de NIS de rata careciendo de los ultimos 43 aminoacidos del carboxilo terminal
(T575X rNIS) se expresa exclusivamente en la membrana apical de células MDCK-II polarizadas (15). Esta
observacién sugiere que la regién entre los aminodcidos T575 y L618 del carboxilo terminal de NIS de rata
contiene senales que determinan la expresién basolateral de la proteina. De hecho, la mutante T575X rNIS
disrumpe el motivo monoleucina localizado entre los residuos E573 y L578 que determina el transporte de NIS
a la membrana basolateral. Adicionalmente, dilucidamos el rol de la proteina adaptadora AP1B en el
reconocimiento del motivo monoleucina y el direccionamiento de NIS hacia la membrana basolateral.
Tomados en su conjunto, nuestros resultados sugieren que el adaptador AP1B participa en el reconocimiento
del motivo monoleucina de NIS y su posterior transporte desde TGN o la via endosomal hacia la membrana
plasmatica basolateral. Una pregunta que se abre ante la identificacidon de este motivo monoleucina acido en
el proceso de transporte de NIS hacia la membrana plasmatica, es si este mismo motivo se encuentra vinculado
también a los procesos de endocitosis de NIS, como ha sido reportado para esta clase de motivos (146).
Estudios futuros permitirdn dilucidar si dicho motivo monoleucina se encuentra vinculado a los procesos de
endocitosis de NIS o si se trata de otra clase de motivos de aminoacidos.

Aungue inicialmente NIS fue considerado una proteina especifica de la glandula tiroides, su expresion
funcional ha sido reportada en otros tejidos (gldndulas salivales, estémago, intestino delgado, glandula
mamaria lactante, rifiones, placentay ovario) (297). Considerando las diferentes necesidades tejido-especificas
de ioduro, la expresién de NIS presenta diferentes patrones de localizacién basolateral-apical. Por lo tanto,
otros factores aun no caracterizados, como modificaciones post-traduccionales o la expresion tejido especifica
de proteinas adaptadoras, deben regular el transporte de NIS a la membrana plasmatica. Significativamente,
la ausencia del adaptador epitelio especifico AP1B en el tubulo contorneado proximal determina que muchas
proteinas de expresién basolateral en diversos tejidos se expresen apicalmente en el tubulo contorneado
proximal del rifion, optimizando de esta manera la reabsorcién de nutrientes (298). Nuestros resultados
indican que la disrupcion del motivo monoleucina de NIS produce la incorrecta localizacidn de la proteina en
la membrana apical en células polarizadas que expresan la proteina adaptadora AP1B, indicando que este
motivo constituye una sefial de transporte exclusivamente basolateral. Ademas, NIS contiene determinantes
recesivos de localizacién apical, aun no identificados, que se encuentran enmascarados por la dominancia del
motivo monoleucina. Actualmente, una de las preguntas abiertas acerca del transporte de NIS a la membrana
plasmatica reside en la expresion de NIS en la membrana apical de las microvellosidades de enterocitos
absortivos del intestino delgado (299). En consecuencia, las mutantes de NIS carentes del motivo monoleucina
constituirian el punto de partida para el estudio de sefiales recesivas de direccionamiento apical.

Por otra parte, mientras que la polaridad celular es crucial en la sintesis de hormonas tiroideas, los tumores
tiroideos sufren una pérdida de polarizacion durante la transicidn epitelio-mesénquima (300). En células no
polarizadas, como fibroblastos, el transporte de proteinas de membrana requiere sefiales aminodcidicas de
transporte para completar su recorrido desde TGN hasta la membrana plasmatica (301). De hecho, la mutante
I582A/L583A NIS, cuyo motivo monoleucina ha sido interrumpido, es mayormente retenida intracelularmente
luego de su salida de Golgi en células MDCK-II no polarizadas. Por ende, motivos aminoacidicos involucrados
en los procesos de transporte basolateral de proteinas en células polarizadas podrian también afectar la
expresion en la membrana plasmatica en células no polarizadas. En esta linea de pensamiento, la identificacidon
de los mecanismos involucrados en el transporte basolateral de NIS podrian estar vinculados con la retencién
intracelular de la proteina en tumores tiroideos. Por este motivo se analizo la expresidén del gen AP1M2, que
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codifica para la subunidad u1B, en carcinomas foliculares tiroideos, al igual que lo realizamos para KLC2. La
expresion transcripcional de AP1M2 se encuentra aumentada de forma significativa en carcinomas tiroideos
en comparacién con el tejido normal, lo cual a priori no explicaria la retencién intracelular de NIS en tumores
tiroideos, aunque como se menciond anteriormente, no podemos descartar mecanismos post-
transcripcionales que regulen la expresién de la proteina. Por otra parte, la estabilidad, conformacién y
capacidad de interaccién de los complejos adaptadores involucrados en el transporte basolateral y la
endocitosis de proteinas se encuentran altamente reguladas por fosforilaciones. La kinasa asociada a AP2
(AAK1) y la ciclina GAK han sido propuestas como las enzimas que median la fosforilacion de la subunidad p de
las APs (302,303). A pesar de estos reportes, la relevancia fiosioldgica de la fosforilacion de los complejos
adaptatores continua sin ser dilucidada (304). Por otra parte, los complejos APs se encuentran formados por
cuatro subunidades de las cuales existen varias isoformas. La capacidad de interaccidon y ensamblado asi como
la regulacion de estas diferentes isoformas de las subunidades es sumamente amplia, lo cual aumenta
notablemente la complejidad de la regulacién y funcionalidad de las APs (171). Trabajos futuros permitiran
determinar si la interacciéon del motivo monoleucina con el complejo AP1B se encuentra desregulada en el
cancer de tiroides y si esto tiene algin impacto en la expresién de NIS en membrana plasmatica.

La localizacion subcelular de una dada proteina no se encuentra Unicamente determinada por aquellos motivos
aminoacidicos que dirigen a la proteina en el proceso de transporte intracelular sino también por motivos de
aminodcidos que permiten la estabilizacion de la proteina en un compartimento celular determinado. En
particular, los motivos PDZ han sido extensamente caracterizados en los procesos de transporte intracelulary
de estabilizacion y/o retencién de proteinas de membrana en determinados compartimentos celulares
(222,224). En el presente trabajo de tesis hemos identificado un motivo PDZ tipo 1 en el extremo carboxilo
terminal de NIS constituido por los ultimos tres aminacidos de la proteina (641-TNL-643). Los resultados
indican que este motivo estabiliza la expresién de NIS en la membrana plasmatica basolateral en células
polarizadas, retrasando su internalizacion y posterior degradacidon por via lisosomal. Recientemente,
Makretskaya et al. (50) realizaron un analisis de mutaciones mediante la secuenciacion de un panel de 12 genes
asociados a la enfermedad en 243 pacientes con hipotiroidismo congénito, identificando 2 nuevas mutaciones
en NIS: N157Tfs159X y R636X. Aunque los autores no caracterizaron a nivel bioquimico ninguna de estas
mutaciones, podemos deducir que la mutacion N157Tfs159X, debida a la delecién de una base produce un
corrimiento del marco de lectura que conlleva a un cambio aminoacidico de asparragina a treonina en la
posiciéon 157 con la concomitante aparicion de un codén STOP en la posicidon 159, producird una proteina
trunca que carece del 75% del péptido que compone la proteina funcional y por ende esta proteina aberrante
seria retenida en el RE o su transcripto serd degradado mediante mecanismos de degradacién del ARNm
mediada por mutacion terminadora, inhibiéndose directamente la sintesis de la proteina aberrante. En cuanto
a la mutacion R636X NIS genera una versidn trunca de NIS que Unicamente carece de los ultimos siete
aminodcidos que componen la proteina. Coincidentemente, dentro de estos siete aminodacidos del carboxilo
terminal se encuentra comprendido el motivo PDZ tipo 1 caracterizado en el presente trabajo de tesis doctoral.
Como se menciond anteriormente, este motivo PDZ es importante para la estabilizacién de NIS en la
membrana plasmatica basolateral, aunque su carencia no suprime la expresion de la proteina en la membrana
plasmatica. De hecho, células MDCK-II expresando establemente la mutante de NIS carente del motivo PDZ
acumulan niveles reducidos, aunque detectables, de ioduro. La mutacién R636X NIS produciria un efecto
similar al descripto para la mutante T641X NIS, lo cual indicaria que los pacientes que acarrean dicha mutacion
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conservarian cierta capacidad de acumular ioduro que sostendria la biosintesis de hormonas tiroideas. Sin
embargo, los pacientes portadores de la mutacién R636X NIS muestran una glandula tiroides hipoplasica de
causas desconocidas. El efecto de la disminucién en el tamafio de la glandula tiroides conjuntamente con una
mutante de NIS de actividad reducida permitiria explicar el cuadro de hipotiroidismo congénito producto de
un defecto en la acumulacién de ioduro presentado por estos pacientes.

El motivo PDZ tipo 1 es reconocido por diversas proteinas con dominios PDZ, entre las cuales se destaca la
proteina polar SCRIB. SCRIB ya ha sido reportada como una proteina de relevancia para la estabilizacién del
TSHR en la membrana plasmatica basolateral (231). Como se menciond anteriormente, la remocion del motivo
PDZ carboxilo terminal conduce a la localizacion de NIS en cuerpos vesiculares intracelulares que co-localizan
con marcadores de endosomas tardios y lisosomas. Es decir que la interaccién de NIS con SCRIB, mediada por
el reconocimiento del motivo PDZ, estabilizaria la expresion del transportador en la membrana plasmatica
evitando su internalizacién y posterior degradacidn por la via lisosomal. Los mecanismos por medio de los
cuales SCRIB modula la internalizacién de NIS adn no son conocidos. Una posibilidad es que SCRIB enmascare
sefales de internalizacidon de NIS por medio del ensamblado de complejos multiproteicos en la membrana
plasmatica.

Mediante la implementacion de la técnica de CRISPR/Cas9 generamos dos clones de células MDCK-II
deficientes para la expresidon de SCRIB. Al observar mediante microscopia de fluorescencia la localizacién sub-

celular de NIS en células MDCK-II deficientes en SCRIB, encontramos que NIS se localiza principalmente en la
membrana plasmadtica de estas células no polarizadas. Sin embargo, al realizar el andlisis en estas mismas
células pero formando una monocapa epitelial polarizada evidenciamos que NIS se localiza en compartimentos
vesiculares intracelulares, es decir un patrén similar al que presenta la mutante de T641X NIS en células MDCK-
Il polarizadas. Estas discrepancias en el patrén de localizacidon de NIS entre células deficientes en SCRIB no
polarizadas y polarizadas es llamativo en principio, pero podria explicarse debido a la interaccién de NIS con
otras proteinas con dominio PDZ que luego del proceso de polarizacidon celular cambien su expresién o
localizacién basolateral-apical. De hecho, ademas de SCRIB, es posible que otras proteinas con dominios PDZ
estén involucradas en los procesos de transporte de NIS a la membrana plasmatica. Teniendo en cuenta que
el PDZ Domain Array permitié la deteccidon de diversas proteinas capaces de interactuar con el carboxilo
terminal de NIS, es importante considerar que otras proteinas con dominios PDZ interaccionen con NIS
regulando su localizacién. Avalando esta idea, se detectaron proteinas de expresion apical (como NHERF1 vy 2)
que podrian reconocer el motivo PDZ de NIS a nivel celular regulando su localizacion subcelular, lo cual podria
explicar, por ejemplo, la expresion apical de NIS en las microvellosidades de enterocitos intestinales o en el
tubulo contorneado proximal. El estudio de la retencién en la membrana plasmatica apical de la mutante de
NIS que carece del motivo monoleucina constituiria un buen punto de partida para el andlisis de la relevancia
de la interaccidn de NIS con otras proteinas con dominios PDZ en la membrana apical.

La diferencia en la expresion de NIS en la membrana plasmatica de células MDCK-Il SCRIB KO segun las
condiciones de polarizacién celular abre un interrogante acerca de la distribucién diferencial de proteinas
durante los procesos de polarizacién celular y cémo esto repercute en la localizacién subcelular de NIS. En
células MDCK-1l SCRIB KO no polarizadas, NIS se localiza en la membrana plasmatica, mientras que cuando
estas mismas células forman una monocapa epitelial polarizada NIS se localiza en compartimentos vesiculares
intracelulares. Durante la polarizaciéon celular se produce la diferenciaciéon de la membrana plasmatica en un
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compartimento apical y uno basolateral. Consecuentemente se produce un transporte polarizado de proteinas
y lipidos hacia los dos compartimentos de membrana plasmatica que en células no polarizadas no existen. Por
lo tanto, cabe la posibilidad de que NIS sea capaz de interaccionar con multiples proteinas con dominios PDZ
gue presentan expresidn diferencial en epitelios polarizados pero no asi en células no polarizadas. De esta
manera una proteina que se expresa apicalmente en un epitelio polarizado, podria interaccionar con NIS en la
membrana plasmatica de células no polarizadas pero no en un modelo polarizado de células MDCK-II. Esto
podria explicar el patrén diferencial de expresion de NIS en células depletadas de SCRIB en condiciones no
polarizadas y polarizadas.

Por otra parte, no podemos descartar que la localizacién aberrante de NIS en células MDCK-Il SCRIB KO
polarizadas se deba exclusivamente a la pérdida de la interaccién NIS:SCRIB en la membrana plasmatica
basolateral. Tanto en Drosophila melanogaster como en células de mamiferos, SCRIB actia como un supresor
tumoral y su pérdida coopera con la sefializacién oncogénica mediada por Ras en la transformacion celular
(232,305-308). El mdédulo de polaridad celular Scribble estabiliza la interaccion de E-caderina y p120-Catenina
en las zonas adherentes (309), manteniendo la polaridad epitelial e inhibiendo la transicion epitelio-
mesénquima. Cabe la posibilidad de que la localizacién de NIS en cuerpos vesiculares intracelulares observada
en células MDCK-1I SCRIB KO se deba a estos problemas de polarizacidn y arquitectura celular y no a la pérdida
de la interaccién NIS:SCRIB.

La pérdida de la expresién de SCRIB ha sido reportada en cancer de mama, uterino, colorectal y de préstata, y
estd asociada con una pérdida de la polaridad celular y una arquitectura celular desorganizada, incluyendo una
localizacién subcelular aberrante de E-caderina (310-313). La deslocalizacién de SCRIB promueve la
tumorigenesis en mama e impide la morfogénesis polarizada y falla en la inhibicién de la invasién mediada por
Ras en células epiteliales normales de mama (306,314,315). En severo contraste con el mencionado rol de
SCRIB como supresor tumoral, la asociacion de SCRIB con el complejo NOS1AP-VANGL en lamelipodios de
células tumorales de cancer de mama ha sido correlacionada con un aumento de la migracidn y progresién
tumoral (316). Por otra parte, SCRIB interacciona con las kinasas ERK y PKA regulando su funcionalidad y
localizacién, y viceversa (317,318). El analisis de la expresidn transcripcional de SCRIB develd niveles mayores
de transcripto en carcinomas papilares de tiroides en comparacion con el tejido normal. A priori, este hallazgo
impediria explicar la retencién intracelular de NIS en este tipo de tumores debido a una baja en la interaccion
de SCRIB y NIS en la membrana plasmatica. Sin embargo, como se discutié anteriormente, existen mecanismos
post-transcripcionales que regulan la expresién proteica y modificaciones post-traduccionales que juegan un
rol central en las interacciones entre proteinas. Al respecto, se ha reportado que fosforilaciones en motivos
PDZ, como también en dominios PDZ, modulan la interaccidn proteina-proteina, llevando a la pérdida o
ganancia de interaccion (319). Sin embargo, no se han reportado fosforilaciones de NIS en el residuo treonina
que forma parte del motivo PDZ (42). Ademas, S-palmitoilaciones regulan la localizacion subcelular de SCRIB y
por ende sus interacciones (320,321). De hecho, la Unica forma de que SCRIB pueda anclarse a la membrana
plasmatica es mediante s-palmitoilaciones en su dominio LRR, ya que esta proteina carece de regiones
transmembrana. La desregulacidn del equilibrio de SCRIB palmitoilado o despalmitoilado depende del balance
en la actividad de proteinas acetilasas (PATs) y deacetilasas (APTs) (320-323), como también de la
disponibilidad del lipido. Se han identificado 17 isoformas de PATs y tan solo 2 de APTs, de las cuales solo la
isoforma 2 (APT2) es la encargada de remover la palmitoilacién en SCRIB (320,322). El andlisis de los datos de
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TCGA reveld que la enzima APT2 se encuentra sobreexpresada a nivel transcripcional en PTC. Esto podria
indicar un desplazamiento de las formas de SCRIB palmitoiladas hacia las formas despalmitoiladas y por ende
a una deslocalizacién de SCRIB de la membrana plasmdtica. Consecuentemente, SCRIB no podria estabilizar a
NIS en la membrana plasmatica, conduciendo a su internalizacién y posterior degradacién por la via lisosomal.
Este modelo permitiria explicar la refractariedad al tratamiento con ioduro radioactivo que presentan algunos
tumores tiroideos que, a pesar de expresar NIS, son incapaces de incorporar el radionucleido en cantidades
suficientes como para para producir la muerte celular. Si bien este modelo debe ser corroborado
experimentalmente, su estudio podria permitir el desarrollo de nuevas terapias que mejoren el tratamiento
de carcinomas tiroideos refractarios a la terapia con ioduro radiactivo.

Dada la relevancia del carboxilo terminal de NIS en su transporte a la membrana plasmatica, consideramos de
alta relevancia clinica continuar con la investigacién de proteinas que interactian con esta region de la
proteina y modulen su transporte a la membrana plasmatica, tanto en condiciones fisiolégicas como en
carcinomas tiroideos. La transformacidn oncogénica inducida por BRAFY®%E reprimiria la expresién de
proteinas involucradas en el transporte de NIS a la membrana plasmatica o, alternativamente, induciria la
expresion de proteinas que remuevan a NIS de la superficie celular, produciéndose asi su retencion intracelular
(85). Particularmente, una de las proteinas reportada que interactua con NIS y podria estar involucrada en el
transporte deficiente de la proteina a la membrana plasmatica en cdncer de tiroides es el factor de interaccién
con el gen transformante de tumores pituitarios (PBF). La sobreexpresién ectépica de PBF resulta en una
reduccion de la capacidad de acumular ioduro debido a una redistribucién de NIS desde la membrana
plasmatica hacia endosomas tardios recubiertos de clatrina CD63 positivos (86). Dicha interaccidn se encuentra
regulada por la fosforilacién de la tirosina 174 de PBF mediada por la tirosina quinasa Src. La inhibicién de la
actividad quinasa de Src disrumpe la interaccion NIS:PBF y restablece la expresién de NIS en la membrana
plasmatica (324).

Recientemente, Amit et al. (89) reportaron un posible vinculo entre la disminucién en la expresion de la
subunidad PIGU del complejo transamidasa glicosilfosfatidilinositol (GPI), que cataliza la adhesion de GPI a
proteinas en el RE en carcinoma de tiroides y la retencién de NIS en el RE. La sobre-expresién de dicha
subunidad en un modelo de carcinoma de tiroides reestablecio la expresién de NIS en la superficie celular. Sin
embargo, considerando que NIS carece de sitios consensos para modificaciones post-traduccionales por GPI,
el defecto del complejo transamidasa GPI no actuaria directamente sobre NIS sino sobre otra proteina, aiin no
identificada, y necesaria para la salida de NIS del RE (89).

Fletcher et al. (90) reportaron recientemente la relevancia de las proteinas ARF4 y VCP en los procesos de
transporte intracelular de NIS. La proteina ARF4 intervendria de forma activa en el transporte de NIS desde
TGN hacia la membrana plasmatica al interactuar con el motivo VAPK (V574-K577) del carboxilo terminal de
NIS, adyacente al motivo monoleucina identificado en este trabajo. ARF4 posee multiples funciones a nivel
celular, desde el reclutamiento de proteinas adaptadoras que median el transporte de proteinas hacia la
membrana plasmatica, hasta el reclutamiento de proteinas involucradas en el reciclado desde la membrana
plasmatica hacia la via endosomal (325). En este punto seria interesante profundizar en la interaccion funcional
entre ARF4 y AP1 (326,327), que podria regular los procesos de transporte de NIS a la membrana plasmatica.
Ademas, los autores indican que la expresién transcripcional de ARF4 se encuentra reducida en PTC lo cual
permitiria explicar, al menos parcialmente, la retencién intracelular de NIS en ciertos tumores tiroideos.
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Desafortunadamente no existen al dia de la fecha moléculas agonistas o que estimulen la actividad de ARF4 y
qgue podrian permitir un aumento de la expresién de NIS en la membrana plasmatica. En severo contraste a la
accion de ARF4, la accidn de la proteina VCP conduciria a una disminucién de la expresién de NIS en la
membrana plasmatica, a través de la via de degradacidn de proteinas asociada a reticulo endoplasmico (ERAD
por sus siglas en inglés). La expresion de VCP se encuentra aumentada en PTC lo cual permitiria explicar la
disminucién de la expresion de NIS en la membrana plasmatica en ciertos tumores tiroideos. Ademas, los
autores evallan la capacidad de aumentar la acumulacién de ioduro por medio de inhibidores de VCP,
obteniendo un incremento de la acumulacién de ioduro al utilizar cinco inhibidores distintos. Se destacan en
particular tres de estos cinco inhibidores (ebastina, astemizol y clotrimazol), los cuales se encuentran
aprobados por la administracién de drogas y alimentos de EE.UU. y han sido reposicionados como inhibidores
de VCP recientemente, dado que se utilizaban previamente como antihistaminicos y antimicéticos,
respectivamente. Particularmente, los autores evidencian un aumento en la capacidad de acumular ioduro de
tirocitos de ratdn expuestos a ebastina y clotrimazol, resultados que podrian conducir al desarrollo de nuevas
terapias para tumores refractarios al tratamiento con ioduro radioactivo.

Por otra parte, los tumores de mama presentan expresion funcional de NIS en un 80% de los casos y son
capaces de acumular ioduro (96,328). Sin embargo, al igual que ocurre en un gran porcentaje de tumores
tiroideos, NIS se localiza principalmente de forma intracelular, lo cual limita su utilidad clinica para el
tratamiento con ioduro radioactivo del cdncer de mama (96,329). Esta evidencia intensifica la importancia del
estudio de los mecanismos que regulan la expresiéon de NIS en la membrana plasmatica.

Recientemente, Thompson et al. (330) reportaron el rol de la dimerizacidn de NIS en los procesos de transporte
de esta proteina a la membrana plasmatica. Sin embargo, existen varios puntos discutibles en este trabajo. En
primer lugar, los autores identifican tres posibles residuos (Y242, T243 y Q471) involucrados en el mecanismo
de dimerizacién basandose en la estructura tridimensional de NIS modelada de forma similar a la realizada en
este trabajo de tesis, es decir, utilizando como templado la estructura tridimensional dimérica del co-
transportador de sodio/galactosa de Vibrio parahaemolyticus (vSGLT). Sin embargo, en el desarrollo del trabajo
no se realiza una dindmica molecular del dimero para evaluar el comportamiento de los residuos
supuestamente involucrados en el proceso de dimerizacidn. Es importante tener en cuenta que los autores
reportan principalmente residuos de las regiones extracelulares y algunos del carboxilo terminal, regiones de
amplia movilidad y desestructuracién por lo cual es de esperarse que estas regiones presenten alta movilidad
en una dindmica molecular. Por otra parte, al mutar estos residuos los autores observan la retencién de la
proteina en el RE pero no pueden justificar que esta retencidn se deba a interrupciones en los procesos de
dimerizacién o que se deba a defectos en el plegamiento de la proteina. Los autores tampoco pueden explicar
en qué momento ocurre dicho proceso de dimerizacion, si ocurre tempranamente en la via exocitica o si ocurre
en los procesos de endocitosis, lo cual abre nuevos cuestionamientos y preguntas sobre el rol de la
dimerizacion de NIS en los procesos de transporte intracelular. Posiblemente, la oligomerizacion de NIS sea un
hecho en los procesos de biologia celular, aunque hay que ser cautelosos al momento de vincular este proceso
biofisico a un proceso celular en forma directa.

Mucho se ha discutido también acerca de la relevancia de las N-glicosilaciones de NIS en los procesos de
transporte intracelular de esta proteina. Tanto Chung et al. (331) como Rathod et al. (332) reportaron la
importancia de las N-glicosilaciones en la expresion de NIS en la membrana plasmatica. Es importante recordar
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gue las N-glicosilaciones son en primer lugar el sustrato de la maquinaria de control de plegamiento del RE y
por lo tanto defectos en las mismas podrian evidenciar problemas de plegamiento que conduzcan a la
retencién de la proteina en el RE. En ambos casos, los autores evallan la relevancia de las N-glicosilaciones de
NIS utilizando inhibidores quimicos de la glicosilacion como la tunicamicina y swainsinoina o silenciando la
expresion de enzimas involucradas en estos procesos. La utilizacion de inhibidores no solo afecta la
glicosilacién de NIS sino también de todas las proteinas N-glicosiladas y puedan estar involucradas en los
procesos de transporte intracelular de NIS. Ademas, si bien estos inhibidores alteran la funcionalidad de las
enzimas involucradas en la glicosilacidn de proteinas, también pueden inhibir otros procesos como es el caso
de la tunicamicina que es capaz de inhibir la palmitoilacién (333). Por otra parte, Levy et al. (12) y Li et al. (14)
realizaron mutaciones en los tres residuos asparraginas de NIS que se encuentran glicosilados cambiandolos
por glutaminas, impidiendo de esta manera la glicosilacion de NIS. Al evaluar la expresion en la membrana
plasmatica de la proteina mutante que presenta mutados los tres sitios de N-glicosilacién, los autores reportan
que la proteina se localiza en la membrana plasmatica (12,14) y ademas conserva su capacidad de transportar
ioduro (12), por lo cual descartan que las N-glicosilaciones sean importantes para el transporte de NIS a la
membrana plasmdtica. Hay que tener en cuenta que estos experimentos fueron realizados en células Cos-7,
gue no expresan NIS de forma enddgena, transfectadas con plasmidos de expresidn para las mutantes de NIS
bajo un promotor de expresion fuerte, es decir, que las mutantes de NIS estarian siendo sobreexpresadas en
este sistema, posiblemente saturando los sistemas de transporte intracelular anterégrado, lo cual podria
dificultar en algun punto la interpretacion de los resultados. Sin duda alguna, las glicosilaciones de NIS juegan
un rol importante en la fisiologia de la proteina pero al dia de la fecha no se tiene la certeza de la relevancia
de estas modificaciones post-traduccionales en los procesos de transporte intracelular de NIS.

En conclusidn, la presente tesis constituye el primer trabajo acerca de los mecanismos moleculares que
subyacen el transporte de NIS a la membrana plasmatica en condiciones fisiolégicas. Aun queda mucho terreno
por explorar en lo que respecta al transporte intracelular de NIS y aunque el mecanismo molecular que
determina la retencion intracelular de esta proteina en el cancer de tiroides continda sin ser comprendido en
su totalidad, nuestros hallazgos acerca de la importancia del carboxilo terminal de NIS y las proteinas
adaptadores KLC2, AP1B y SCRIB, para la expresiéon en la membrana plasmatica de la proteina, podrian ser
importantes en la identificacion de nuevos blancos moleculares que mejoren el tratamiento con ioduro
radioactivo de tumores tiroideos (334), particularmente aquellos que muestran expresién de NIS en
compartimentos intracelulares.
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6. Conclusiones

En resumen, el presente trabajo de tesis doctoral permitid arribar a las siguientes conclusiones respecto a los

mecanismos moleculares involucrados en la expresidn de NIS en la membrana plasmatica en condiciones

fisioldgicas:

La region carboxilo terminal es clave en el proceso de transporte a la membrana plasmatica.
Particularmente, la regidn comprendida entre los residuos 1546 y K618 es importante en los procesos
de transporte intracelular de NIS, mientras que la regién comprendida entre los residuos K618 y Q639
parece no ser relevante en este proceso.

El motivo triptofano acido (563-LWWD-566) se encuentra altamente conservado y es reconocido por
la proteina KLC2 que media la salida de NIS del RE con direccidén al complejo de Golgi. Alteraciones en
el reconocimiento del motivo triptofano acido producto de mutaciones en residuos adyacentes
conducen a cuadros patolégicos con un fenotipo de deficiencia en el transporte de ioduro.

El motivo monoleucina (578-EEVAIL-583) se encuentra altamente conservado, media el transporte de
NIS desde el trans-Golgi hacia la membrana plasmatica y es necesario para la expresion de NIS en la
membrana plasmatica basolateral en células polarizadas. El complejo proteico AP1B reconoceria el
motivo monoleucina mediando la expresién basolateral de NIS.

El motivo PDZ tipo 1, constituido por los ultimos tres aminodacidos del carboxilo terminal de NIS, es
importante para la expresiéon de NIS en la membrana plasmatica retardando su internalizacién y
posterior degradacién por via lisosomal. La proteina polar SCRIB reconoce el motivo PDZ y estabiliza la
expresion de NIS en la membrana plasmatica basolateral.

A modo de resumen grafico, el modelo de transporte intracelular de NIS en un contexto fisioldgico se

encuentra representado en la Figura 25. Desregulaciones en cualquiera de las etapas de transporte de NIS a lo

largo de la via exocitica conduciria a defectos en la expresion del transportador en la membrana plasmatica.
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Figura 25. Resumen grafico del proceso de transporte intracelular y expresion de NIS en la membrana plasmatica. La regidn azul del RE y ERGIC constituye la
regidn de interaccién de NIS con KLC2. La regidn verde del TGN y vesiculas secretorias constituye la region de interaccion de NIS con AP1B. La region violeta de la
membrana plasmatica constituye la region de interaccion de NIS con SCRIB. La forma de NIS inmadura se representa en color naranja oscuro y la forma de NIS

madura de color amarillo. En la parte superior se encuentra el detalle atdmico molecular de la interaccidn de cada uno de los motivos de NIS con sus respectivas
proteinas interactoras.
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8. Abreviaturas

3’ UTR: Regidn 3’ no traducida

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

AMPc o cAMP: Adenosina monofosfato ciclico
ARN: Acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosina trifosfato

AP: proteina adaptadora asociada a clatrina
ARE: endosomas apicales de recilcado

ARF: proteina factor de ribosilacién

ASE: endosomas de seleccién apical

BPIX: factor beta interactor de PAX

BRAF: Transductor perteneciente a la familia de
proteinas RAF

BSA: Albumina sérica bovina

BSE: endosomas de seleccion basolateral

CFTR: proteina transmembrana reguladora de la
conductancia de la fibrosis quisitica.

CGN: red cis-Golgi

CMTBL1: proteina mielina abundante en periferia
cRE: Elemento de respuesta a AMPc

CRE: endosomas comunes de reciclado

CREB: Proteina de union al elemento de respuesta
a AMPc

D1: Deshalogenasa o deiodasa de iodotironinas
tipo 1

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindole

DIT: Diiodotirosina

DEHAL: Deshalogenasa o deiodasa de
lodotirosinas

Dlg: proteina disco grande

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco
DMSO: dimetilsulféxido

dps: dias pos-fecundacién

DTT: Ditiotreitol

DUOX: Oxidasa tiroidea dependiente de NAPDH
ENaC: canal de sodio epitelial

ERES: sitio de salida del reticulo endoplasmido
ERGIC: compartimento intermedio entre reticulo
endoplasmido y Golgi

ERK: Quinasa regulada por sefales extracelulares
FRET: Transferencia de la Energia Resonante de
Forster

FRTL5: Linea celular de tiroides de rata Fisher —
clon5

FRT: Linea celular de tiroides de rata Fisher
FSH: hormona foliculo estimulante

GC: gonadotrofina coridnica

GFP: proteina fluorescente verde

GGA: proteinas ARF que contienen orejas y se
localizan en Golgi

GIT1: proteina activadora de ARF GTPasas

GPI: glicosilfosfatidilinositol

HA: hemaglutinina

HBSS: Solucidn salina balanceada de Hank

hps: horas pos-fecundacién

ID: identificador

ITD: Defecto en el transporte de ioduro

IP: Inmunoprecipitacion

KCNQ1: proteina que forma parte del canal de
potasio.

KCNE2: proteina miembro 2 de la subfamilia 5 de
canales de potasio.

kDa: kilo Dalton

KHC: cadena pesada de la kinesina-1

KIF: superfamilia de proteinas kinesina

KLC: Cadena liviana de kinesina-1

Lgl: proteina letal de Larva gigante

LH: hormona luteinizante

LRR: repeticiones ricas en leucina

MAPK: Kinasa activada por mitégenos
MDCK-II: linea celular de rifién de perro de Madin-
Cadney

HEK293T: linea celular de rifidn humano
embridnico

MEK: acronimo de MAPK/ERK

MIT: Monoiodotirosina

Mhp1: transportador de benzil/hidantoina de
Microbacterium liquefaciens
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NHERF: regulador del antiportador de sodio-
hidrégeno

NIS: Simportador de Na*/I

p76RBE: proteina simil rhofilina

PAGE: Electroforesis en gel de Poliacrilamida
PAM: motivo adyacente al protoespaciador
Pax8: Factor de transcripcién Pax8

pb: Pares de bases

PBF: factor de interaccién con el gen
transformante tumoral pituitario

PBS: Solucion buffer fosfato

PCCI3: Linea celular de tiroides de rata Fisher, PC
clon3

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PDB: protein data bank

PDS: Pendrina

PDZ: acrénimo de proteina post sinaptica,
proteina Disc de Drosophila y proteina ZO-1 de
uniones estrechas.

PIGU: subunidad clase U de anclamiento y
biosintesis de fosfatidilinositol glicano.

PKA: Proteina kinasa dependiente de AMPc
PLA: ensayo de ligacion por proximidad

PNK: proteina kinasa de nucledtidos

Proteina G: Proteina de unién a nucleétidos de
guanina

PTC: Cancer papilar tiroideo

RT: Transcripcién reversa

RAS: Transductor perteneciente a la familia de
proteinas RAS

Rab GTPasas: superfamilia monomérica GTPasa
relacionada a RAS

RE: reticulo endopldsmico

SCRIB: proteina homdloga a Scribbled (Drosophila)

SDS: Dodecil sulfato de sodio

shARN: ARN de horquilla corta

SMCT: transportador de Na*/monocaboxilatos
T3: 3, 5, 3’-triiodotironina

T4: 3, 5, 3’, 5’-tetraiodotironina o Tiroxina
TAZ: tafazina

TBS: Solucién buffer tris-salino

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TG: Tiroglobulina

TGN: red trans-Golgi

TPO: Peroxidasa tiroidea

TPR: repeticion tricopéptido

TRH: Hormona liberadora de tirotropina
TSH: Hormona estimulante de tiroides o
tirotropina

TSHR: Receptor de TSH

THOX: Oxidasa tiroidea

TTF-1: Factor de transcripcion tiroideo-1
TTF-2: Factor de transcripcidn tiroideo-2
rT3: 3,3’,5’ triiodotironina

SLiMs: motivos cortos lineales de aminoacidos

UA: uniones adherentes

UE: uniones estrechas

VCP: proteina que contiene valosina

Vpu: proteina viral u de HIV-1

VSGLT: cotransportador de sodio/galactosa de
Vibrio parahaemolyticus

WB: western blot
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