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LISTA DE ABREVIATURAS

AF-1- Funcéo de ativacgdo 1

AF-2- Funcéo de ativagdo 2

AR - Receptor dos androgénios

CBP- CREB binding Protein

CREB- proteina que se liga ao elemento responsivo cCAMP

DBD- Dominio de ligacdo ao DNA

DRs- Repeticdes diretas da sequéncia AGGTCA espacadas por 1 a 5 nucleotideo(s) (DR1-
DR5)

ER- Receptor de estrogénio

F2- Sequéncia correspondente a um palindromo invertido da sequéncia AGGTCA
F451X- Mutagdo do TR em que os onze ultimos aminoacidos a partir da fenilalanina 451
foram deletados

FSH — Horménio foliculo-estimulante

G345R- Mutacdo do TR onde a glicina 345 foi substituida por uma arginina

GR- Receptor de glicocorticoides

GST- Glutationa-S-Transferase

GRIP - glucocorticoid receptor-interacting protein

GRIP1- Proteina de fusdo entre GST e GRIP1

H1 a H12 - Representa as 12 alfa hélices do receptor

HAT- Histona acetilase

HDACs- Histona desacetilases

HRE- Elemento responsivo ao hormdnio

HSP- Proteinas de choque térmico

HT- Hormdnio tireoideano

hTR&1- Receptor do hormdnio tireoideano humano isoforma beta 1

I1Cs0- Concentragdo onde se obteve metade da inibigdo maxima

JNK - Jun amino-terminal kinase

L422R- Mutacgdo do TR onde a leucina 422 foi substituida por uma arginina
LBD- Dominio de ligacdo ao ligante

LH — Hormdnio luteizante

LUC- Gene que codifica a luciferase
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LXXLL- Sequéncia consenso de aminoacidos presentes na superficie dos co-ativadores
responsavel pela interacdo com os receptores nucleares

LXXXIXXX(I/L)- Sequiéncia consenso de aminoécidos presentes na superficie dos
correpressores responsavel pela interacdo com os receptores nucleares

MTB- Maquinaria de transcricao basal

MR - Receptor de mineralocorticoides

NCoR- Correpressor de receptores nucleares

NRIF3- Receptor nuclear-interagcdo com o fator 3

NTRE- Elemento responsivo negativo

pCMX- Vetor que possui 0s promotores T7 e CMX

PCR- Reacdo em Cadeia da Polimerase

pCIP- Proteina associada ao co-integrador p300/CBP

pCAF- Fator associado a p300/CBP

Pit 1 — Ativador transcricional da pituitaria

PPAR- Receptor de proliferadores peroxissomais

PR — Receptor da progesterona

pPTRE- Elemento responsivo positivo

RAR-Receptor do acido retindico

RXR- Receptor do acido retindide X

S1 a S4- Representa as 4 fitas betas do receptor do hormonio tireoideano

SDS-PAGE- Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante com SDS

SEM - Erro padrdo da média

Sin 3 — Regulador transcricional com efeito positivo e negativo na expressdo génica
individual

SMRT- Mediador do silenciamento do receptor do &cido retindico e do receptor do
horménio tireoideano

SRC-1; NCoAl- Sindnimos do co-ativador de receptores nucleares 1 incluindo os
receptores de esterdides

SRHT - Sindrome de Resisténcia aos Hormonios Tireoideanos

T7- Bacteri6fago T7

T3- 3,5,3’-tri-iodotironina

T4- 3,5,3°,5’-tetra-iodo-L-tironina

TFIIB-Fator de Transcrigéo 1B
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TFIID-Fator de Transcri¢do 11D

TFIIE-Fator de Transcrigédo IE

TFIIF-Fator de Transcricdo IIF

TIF2;GRIP1;SRC-2;NC0A2- Sin6nimos do co-ativador de receptores nucleares 2
incluindo receptores esterdides

TK- Timidina Cinase

TPA - 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, promotor tumoral

TR - Receptor do hormdnio tireoideano

TRBP- Proteina que se ligaao TR

TR nativo- Receptor do hormdnio tireoideano sem mutacdes, selvagem

TRwt — wild type, receptor do hormonio tireoideano nativo

TRDA&1 ou 2- Receptor do horménio tireoideano, isoforma alfal ou 2 com delecéo
TRDA&3- Receptor do hormdnio tireoideano isoforma beta 3 com delegéo

TRE- Elemento responsivo ao hormonio tireoideano

TREpal- Sequéncia correspondente a um palindromo da seqiiéncia AGGTCA
TRH- Hormonio liberador de TSH

TRA&1 ou 2- Receptor do hormdnio tireoideano, isoforma alfal ou 2

TRA&1,2 ou 3- Receptor do hormdnio tireoideano, isoforma beta 1, 2 ou 3

TSA — “trichostatin A” - inibidor das HDACs

TSH- Horménio estimulador da tiredide

VDR- Receptor da vitamina D
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RESUMO

A Sindrome de Resisténcia aos Hormdnios Tireoideanos (SRHT) é caracterizada
pela resposta reduzida dos tecidos-alvo aos hormadnios tireoideanos (HTs). E comumente
devida a mutagdes em um alelo do gene do receptor do hormonio tireoideano b (TRb) que
codifica para um TR mutante, o qual inibe a fun¢do do TR nativo, fenbmeno conhecido
como dominédncia negativa. Em genes regulados positivamente pelo T3, 0 mecanismo
molecular da dominéncia negativa envolve a dimerizagdo do TR mutado com o TR nativo
ou com RXR, sobre o DNA. Porém, pouco se sabe como iSsO ocorre em genes cuja
transcricdo € reprimida por Ts.

O objetivo desse estudo foi investigar o mecanismo de dominéncia negativa em
genes regulados negativamente por T3 bem como a importancia da dimerizagdo envolvida
nesse processo. Para isso, células U937 foram co-transfectadas com vetores de expressao
do TR&; nativo ou TR mutado associados ao gene reporter da luciferase dirigido por
promotores regulados negativamente: AP-1, TRH ou TSH4. Os TRs mutados utilizados
foram os descritos na SRHT (F451X e G345R). Além disso, o mutante L422R, que €
deficiente na sua propriedade de dimerizagdo tambem foi utilizado.

Os resultados mostraram que o F451X e G345R, quando comparado ao TR nativo,
ndo reprimem a transcrigdo na presenca de T3. Quando co-transfectado com TR nativo,
F451X (1:5) reduz em 61% a inibicdo transcricional do TSH&, mas em apenas 16% em
AP-1 e ndo prejudica a repressdo em TRH. Efeito similar foi observado com outro mutante
da SRHT, o0 G345R. A dominancia negativa ndo foi observada no promotor com sitio AP-1
ou no TRH, mesmo quando a concentracdo dos mutantes, F451X e G345R, foi 10x maior
que TR nativo. A introducdo da mutacdo L422R no mutante F451X (L422R/F451X) e no
G345R (L422R/G345R) corrigiu o forte efeito dominante negativo desses mutantes na
regulacdo do promotor do TSH. E interessante observar que o mutante L422R, na presenca
de T3, apresentou uma taxa de repressdo transcricional semelhante ao TR nativo no
promotor do TRH (74%) e AP-1 (78%) mas significativamente inferior na regulacdo do
promotor do TSH, 11% em relacdo ao TR nativo. Nossos resultados sugerem que a
dimerizacdo estd envolvida na domin&ncia negativa do TR mutado quando este regula a
transcricdo do promotor do TSH, enquanto que no promotor do TRH e AP-1, a ligacéo via

monémeros de TR parece ser a forma oligomérica preferida e incapaz de induzir a
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dominéncia negativa. Coletivamente, esses resultados sugerem que o efeito dominante
negativo imposto pelo TR mutado varia de acordo com o promotor que é regulado
negativamente por TR e que a forma monomérica ndo parece exercer a dominancia
negativa.
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ABSTRACT

Resistance to thyroid hormone (RTH) is characterized by the reduced response of
the target tissue to thyroid hormone (TH). Usually is related with mutations in one allele of
thyroid hormone receptor beta (TR&) that is encoded for TR mutant, which impairs the
normal function of TR wild type (TRwt), a phenomenon described as a dominant-negative
effect. In positive regulated genes for Tjs, this effect involves the dimerization of TR
mutant with TRwt or with RXR on DNA. However, it is not well understood how this
occur in genes which transcription is down regulated by Ts.

The aim of this study was to investigate the importance of dimerization in the
dominant-negative mechanism in negative regulated genes by Ts. For this, the U937 cells
were co-transfected with TRalwt expression vectors or TR mutant, associated to luciferase
reporter gene, driven by negative regulated promoters such as AP-I, TRH or TSH. The TR
mutants were described in the RTH (F451X or G345R). The mutant L422R, that is
defective in the dimerization, was also utilizated.

The results showed that F451X and G345R, when compared with TRwt, did not
suppress the transcription in the presence of Ts. When co-transfected with TRwt, F451X
(1:5) reduced in the 61 % the TSHa transcription inhibition, but only 16% in AP1 and did
not damage the suppression in TRH. The same effect was observed with other RTH
mutant, the G345R. The dominant-negative effect was not observed in the promoter with
AP-1 or TRH, even so the concentration of the mutants, F451X and G345R, was ten times
higher than TRwt. The presence of the mutation L422R in the mutant F451X
(L422R/F451X) and in the G345R (L422R/G345R) corrected the strong dominant-
negative effect these mutants in the regulation of the TSH. Is interesting to observe that the
mutant L422R, in the presence of T3, show the suppression rate was similar to TRwt in the
TRH promoter (74%) and AP-I (78%) but significantly lower in the regulation of the TSH
promoter (11%). Our results suggest that dimerization is involved in the dominant-negative
effect of TR mutant in the regulation of the transcription of the TSH promoter, while in the
TRH and AP-1 promoter, TR seems preferentially to bind as monomers and it is incapable
to persuade the dominantnegative effect. Taken together, these results suggest that the
dominant-negative effect of the mutants varies with the type of promoter which is negative
regulated for TR and the monomers can not practice the dominant-negative effect.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Resisténcia aos Hormdnios Tireoideanos (SRHT) é caracterizada
pela resposta reduzida dos tecidos-alvo ao hormdnio tireoideano (HT). Foi inicialmente
descrita em 1967 em dois individuos que apresentavam bocio, surdo-mudez e atraso na
idade Ossea (Refetoff et al., 1967; Refetoff, 1982; Refetoff et al., 1993). Nos individuos
que apresentavam a SRHT ndo foi encontrado defeito na sintese do horménio tireoideano,
e sim um quadro bioquimico, que se caracterizava por niveis elevados de T; e T4 na
presenca do horménio estimulador da tiredide (TSH) elevado ou inapropriadamente
normal, devido a uma falha na supressdo da secre¢cdo do TSH, caracteristico da
sensibilidade reduzida (Refetoff et al., 1993). J& foram identificados mais de 1000
individuos com SRHT provenientes de cerca de 250 familias (Carvalho e Ramos, 2004). A
incidéncia da SRHT ¢ de aproximadamente 1 em 50.000 recém-nascidos e o padrdo de
heranga € autossdmico dominante, sendo que a transmissao recessiva foi identificada em

apenas uma familia (Takeda et al., 1992).

Inimeros pacientes sdo assintomaticos; outros exibem sinais e sintomas de
tirotoxicose tais como agitacdo, diarréia, insdnia, nervosismo, tremores, perda de peso e
taquicardia; enquanto outros apresentam hipotireoidismo com ganho de peso, surdez
(hipoacusia), ictericia neonatal, atraso da maturacdo Ossea, falha no crescimento, retardo
mental, anormalidades na linguagem, sonoléncia, fadiga cronica, letargia e intolerancia ao
frio (Refetoff et al., 1993). O mecanismo molecular envolvido na grande variabilidade de
manifestacdes clinicas ndo esta totalmente esclarecido. Especula-se que se deve, em parte,
a severidade da resisténcia hormonal, efetividade dos mecanismos compensatérios,
resisténcia variavel em multiplos tecidos e presenca de fatores genéticos moduladores
ainda ndo esclarecido (Phillips et al., 2001; Weiss et al., 1997). Embora a reduzida
sensibilidade ao HT possa variar em severidade, existem caracteristicas clinicas
comumente encontradas na sindrome, que sao bécio, retardo do crescimento e auséncia dos
sintomas comuns e das alteracbes metabdlicas provocadas pelo excesso de HT (Beck-
Peccoz e Chatterjee, 1994).

Bdcio é a anormalidade mais comumente encontrada no exame fisico, ocorrendo
em 85% dos casos. Taquicardia ocorre em 90% dos individuos com SRHT (Refetoff et al.,
1993). Metade dos pacientes com SRHT tem dificuldade no aprendizado, frequentemente
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associada com hiperatividade e déficit de atencdo e, em geral, baixo quociente de
inteligéncia (QI). Entretanto, retardo mental (QI < 60) ocorre em apenas 3% dos casos.
Discreto ou moderado retardo no crescimento e atraso na idade Gssea estdo presentes em
25% dos casos. Defeitos auditivos também estdo presentes em um quarto dos pacientes.
Outras manifestacfes foram observadas, tais como infeccBes repetidas nas vias aéreas
superiores, diminuicdo da massa 6ssea, surdez, hipotonia e convulsdo (Weiss et al., 1993;
Brucker-Davis, 1995).

O diagnostico da SRHT é fundamentado em achados clinicos e testes laboratoriais
da fungdo do hormdnio tireoideano, através do qual a maioria dos pacientes é identificada
pela elevacdo persistente dos niveis séricos de Tz e T4 livres, associada a niveis
inapropriadamente normais ou elevados de TSH sérico. Consequientemente, a resisténcia
no hipotalamo e/ou na pituitéaria resulta em uma incompleta supressdao de TSH que € a
primeira indicacdo clinica de resisténcia ao horménio. A administracdo de doses
suprafisiolégicas de horménio tireoideano ndo produz o efeito supressivo esperado na
secrecdo de TSH ou na inducdo das respostas metabdlicas dos tecidos alvo. Assim, na
SRHT sdo necessérias altas doses de horménios tireoideanos para suprimir a secrecao
hipofisaria de TSH. O achado de niveis séricos elevados de HT com TSH néo suprimidos é
usualmente o motivo da investigacdo que leva ao diagnostico (Refetoff et al., 1993).

Na maioria dos pacientes néo tratados, a resisténcia aos horménios tireoideanos nos
tecidos periféricos € compensada pela elevacdo dos niveis séricos de Tz e Ty livres,
mantendo-se um estado eumetabdlico. O grau dessa compensacao, entretanto, € variavel
entre individuos, bem como entre os diferentes tecidos. Assim, evidéncias clinicas e
laboratoriais de deficiéncia e de excesso de HTs podem coexistir. Por exemplo, um
paciente com SRHT pode apresentar retardo do crescimento e dificuldade de aprendizado
(sugerindo hipotireoidismo), associados a taquicardia, avan¢o da idade &ssea ou
hiperatividade (sugerindo hipertireoidismo) (Refetoff et al., 1993; Beck-Peccoz e
Chatterjee, 1994).

Tradicionalmente, a SRHT vem sendo subdividida em dois tipos principais:
Resisténcia Generalizada ao Horménio Tireoideano e Resisténcia Hipofisaria ao Horménio
Tireoideano. Como a maioria dos pacientes sdo eumetabdlicos com TSH préximo do

normal, eles sdo classificados como portadores de resisténcia generalizada, ou seja, 0
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defeito é compensado pela elevacdo dos niveis de HT, uma vez que a resposta tanto na
pituitaria quanto nos tecidos periféricos é diminuida (Sakurai et al., 1989). Ja um pequeno
namero de individuos sdo definidos como portadores de resisténcia hipofisaria (Hayashi et
al., 1998), cuja sensibilidade periférica aos HT é preservada e, dessa forma, os pacientes
apresentam sinais de hipermetabolismo (taquicardia, agitagdo) pelos elevados niveis
circulantes de Ts. Em alguns casos, individuos com a mesma mutacdo e, as vezes,
pertencendo & mesma familia foram classificados como tendo resisténcia generalizada e
hipofisaria. Posteriormente, estudos clinicos demonstraram que a resposta dos marcadores
periféricos a acdo do HT estava igualmente atenuada nos dois grupos. Ainda ndo foi
descrito um modelo molecular para explicar essas duas sindromes (Refetoff et al., 1993;
Beck-Peccoz e Chatterjee, 1994;) e diversos autores concluiram que sdo partes do espectro
de uma mesma doenca (Sakurai et al., 1989; Safer et al., 1997; Hayashi et al., 1998).

@ HORMONIO TIREOIDEANO

Os horménios tireoideanos (HTs) possuem inimeros efeitos fisioldgicos e um papel
fundamental na diferenciacéo e desenvolvimento de organismos vertebrados (Greenspan,
1994). Os HTs atuam em varios 0rgaos e vias metabolicas dos mamiferos e seus efeitos
afetam o desenvolvimento fetal, o metabolismo de lipideos e carboidratos e o sistema
cardiovascular, pulmonar e neuromuscular (Greenspan, 1997). Uma vez produzidos e
secretados pela glandula tiredide, os hormdnios tireoideanos 3,5,3’,5’-tetra-iodo-L-tironina
(tiroxina ou T4) e 3,5,3’-tri-iodotironina (T3), dentre os quais 0 Tz se destaca como
principal hormdnio ativo, sdo transportados no sangue e levados aos tecidos alvo onde

exercerdo o seu efeito biolégico.

O Ty, principal horménio secretado pela tiredide, é convertido pela enzima tiroxina
5’- deiodinase nos tecidos periféricos em T3, que € 0 hormdnio metabolicamente ativo.
Existem diferentes isoformas da enzima 5’- deiodinase presente nos diversos tecidos. Os
mecanismos de resisténcia ao hormonio tireoideano podem ser explicados por mutagdes
nessas enzimas (Refetoff et al., 1993). Assim, o T3 derivado dessas fontes é responsavel
pela maioria das acGes dos hormdnios tireoideanos (Ribeiro et al., 1995).

Os HTs circulam livremente no plasma ou ligados a proteinas carreadoras. A

ligagdo desses hormonios a essas proteinas aumenta suas meias-vidas e assegura uma
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distribuicdo regular do horménio nos tecidos alvos. O horménio livre é transportado por
difusdo passiva ou por transportadores especificos através da membrana celular dirigindo-

se ao nlcleo da célula (Ribeiro et al., 1998b; Hennemann et al., 2001).

A acdo dos HTs é mediada pela ligacdo a receptores especificos que se localizam
no nucleo das células (receptores nucleares) e sdo denominados de receptores do horménio
tireoideano (TRs). Uma vez ligados aos hormonios, 0s receptores iniciam uma sequéncia
de eventos bioquimicos, que terminam por promover na célula a resposta a acdo hormonal
(Hill e Treisman, 1995).

A sintese e secrecdo dos hormonios tireoideanos sdo regulados pelo mecanismo de
retro-alimentacdo negativa (feedback negativo) que envolve o hipotalamo, a hipéfise (ou
glandula pituitaria) e a glandula tiredide, chamado de eixo H-P-T. O horménio liberador da
tireotropina (TRH) é produzido no nucleo paraventricular do hipotadlamo e estimula a
liberacdo das subunidades a e b da tireotropina (horménio estimulador da tiredide — TSH),
no lobo anterior da hipéfise. Este, por sua vez, estimula a producdo de HTs pela glandula
tiredide. A presenca de T3 inibe, em nivel transcricional, a produgdo de TRH e TSH no
hipotalamo e na pituitéria, respectivamente (Shupnik et al., 1986), o que resulta em uma
menor liberagdo dos horménios tireoideanos pela tiredide. Na SRHT observa-se um
feedback negativo anormal do T3 no TSH/TRH, gerando sinais, sintomas e anormalidades
laboratoriais caracteristicos devido a resposta reduzida ao HT pelo hipotalamo, hipéfise e
tecidos periféricos (figura 01).
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Figura 01. Representagdo esquematica do eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide. Em
condi¢des normais, o hipotadlamo secreta TRH, o qual estimula a hipéfise (ou glandula
pituitaria) a produzir TSH que, por sua vez, estimula a tiredide a produzir principalmente
T4. O T4 € metabolizado nos tecidos periféricos em T3. O HT faz um feedback negativo no
hipotalamo e na hipofise. A acdo do HT na hipofise e nos tecidos periféricos ocorre quando
0 T3 se liga ao seu receptor; na SRHT, o feedback esta inibido devido a sensibilidade
reduzida da hipofise ao HT, resultando em um TSH elevado com uma secrecao elevada de
T, Os tecidos periféricos também apresentam sensibilidade reduzida ao HT na SRHT.
Adaptado de Carvalho e Ramos, 2004.

@ RECEPTORESNUCLEARES

Os receptores nucleares séo fatores de transcrigdo regulados por ligantes que
controlam a expressdo génica ao ligarem-se diretamente em sequéncias especificas no
DNA, os elementos responsivos ao hormoénio (HREs) (Beato, 1991; Greenspan, 1997;
Evans, 1988). Os HREs geralmente estdo localizados na regido promotora dos genes alvo
(Ribeiro et al., 1995) e sdo especificos para cada receptor. Geralmente, os HRES possuem
duas copias imperfeitas de um hexanucleotideo que podem estar arranjadas em diferentes
orientagdes, com espacamento e sequéncias flanqueadoras diferentes (Naar et al., 1991;
Greenspan, 1997). Os receptores nucleares associam-se aos HREsS como mondmeros,
homodimeros ou heterodimeros (Glass, 1994).

A superfamilia dos receptores nucleares é formada por um grupo que compreende

cerca de 75 proteinas diferentes que estdo envolvidas na transducdo de sinais hormonais
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extracelulares em respostas transcricionais (Umesono et al., 1991; Mangelsdorf e Evans,
1995; Ribeiro et al.,, 1998b; Committee, 1999). Dentre 0os membros dessa familia
destacam-se os TRs, juntamente com os receptores que medeiam as a¢fes dos hormonios
esterdides, da vitamina D, dos retindides e de varios outros ligantes que incluem &cidos
graxos e eicosanoides. Entretanto, a superfamilia de receptores nucleares também inclui os
“receptores 6rfdos”, que sdo 0os membros mais numerosos da familia e que ainda nao

possuem ligantes conhecidos (Evans, 1988; Kliewer et al., 1999).

Os receptores dos hormdnios esterdides formam uma subclasse da superfamilia.
Esses receptores se ligam aos glicocorticoides (GRs), mineralocorticoides (MRs),
androgénios (ARs), estrogénio (ER) e progesterona (PR). Na auséncia de seus ligantes,
esses receptores estdo associados as proteinas de choque térmico (heat shock proteins,
HSP) no citosol e em alguns casos no nucleo da célula. A interagdo com o ligante promove
a dissociacdo das proteinas HSP e induz a formacdo de homodimeros que se ligam a
regibes especificas do DNA, denominadas de elementos responsivos ao horménio
(hormone response elements, HRES). Os receptores dos hormdnios esterdides ligam-se a
esses HREs, geralmente um palindromo, espagados por 3 bases (AGAACANNNTGTTCT)
como homodimeros. Ha também inimeros casos em que 0s receptores esterdides podem
controlar a transcri¢do através da interagcdo com outros fatores de transcricdo, que estdo por
sua vez ligados ao DNA. Uma vez ligados diretamente ou indiretamente ao DNA, o
complexo hormonio-receptor estimula ou reprime a transcricdo dos genes alvo
(Mangelsdorf et al., 1995).

Outra subclasse da superfamilia de receptores nucleares é representada pelos
receptores dos hormonios tireoideanos (thyroid hormone receptors, TR), do acido retindico
(retinoic acid receptor, RAR), da vitamina D (vitamin D receptor, VDR), e dos ativadores
de proliferacdo de peroxisosomos (peroxisosomal-proliferator activated receptors, PPARS).
Tais receptores, na auséncia do hormonio (aporeceptores), estdo localizados
predominantemente no ndcleo, em solucdo ou ligados ao DNA. Os aporeceptores sao
comumente ativos e podem reprimir ou estimular a expressdo de genes com o0s quais estdo
associados. Essa subclasse liga-se preferencialmente a repetices diretas (Direct Repeats,
DRs) do hexdmero AGGTCA (AGGTCAnAGGTCA). Neste caso, 0 nimero de bases (n)
que separa cada hexadmero determina a especificidade da ligacdo (Mangelsdorf et al.,
1995). Além das repeticOes diretas (DRs), os elementos responsivos aos hormoénios podem
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estar na forma de palindromos ndo espacados (AGGTCATGACCT) - TREpal
(Mangelsdorf et al., 1990a) ou palindromos invertidos e espacados por 6 bases (TGACCT
ne AGGTCA) - F2 (Baniahmad et al., 1990) (figura 02).

RXR TR

DR-4 AGGTCANNNNAGGTCA
TCCAGTNNNNTCCAGT

RXR TR

F2 TGACCCNNNNNNAGGTCA
— e ——
ACTGGGNNNNNNTCCAGT

RXR TR

TREpaI AGGTCA TGACCT
TCCAGT ACTGGA

Figura 02. Elementos responsivos do receptor do hormdnio tireoideano: RepeticOes diretas
(DR-4), palindromo invertido (F2) e palindromo (TREpal). O “N” indica o namero de
nucleotideos entre os hexdmeros. Adaptado de Barra et al., 2004.

Os aporeceptores dessa subclasse estdo associados a proteinas repressoras dentro de
um complexo maior de proteinas, que participa da supressdo ou ativagdo da transcricdo de
genes alvo. O receptor dessa subclasse, quando ligado ao hormonio (holoreceptor),
promove a dissociacdo das proteinas co-repressoras e, subseqiientemente, a associagdo com
proteinas co-ativadoras, que medeiam a estimulacdo ou repressdo dos genes alvo. Os genes
alvo estimulados pela acdo do horménio sdo geralmente reprimidos pelo aporeceptor,
enquanto os genes alvo reprimidos pela acdo do hormoénio séo geralmente estimulados pelo
aporeceptor. Acredita-se que 0s holoreceptores dessa subclasse atuem formando
heterodimeros com o receptor do &cido retindico X (retinoid X receptors, RXR). O RXR é
um exemplo de receptor orfao que foi posteriormente “adotado” por um ligante, o acido 9-

cis retindico, descoberto apos a clonagem do RXR (Mangelsdorf e Evans, 1995).

@ RECEPTOR DO HORMONIO TIREOIDEANO

Os TRs atuam como fatores reguladores da transcricdo génica, aumentando ou
diminuindo a expressdo dos genes-alvo, dependendo se 0s promotores dos genes contém
elementos responsivos ao HT regulados de forma positiva ou negativa, respectivamente
(Hu e Lazar, 2000; Zhang and Lazar, 2000; Yen, 2003).
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Os TRs sdo codificados por dois proto-oncogenes que produzem proteinas que se
ligam ao T3 com alta afinidade e especificidade. O gene do TRa encontra-se no
cromossomo 17, enquanto o gene do TRb encontra-se no cromossomo 3 (Weinberger et
al., 1986) . Cada um desses genes codifica varias proteinas (a1, 42, 41, 42,41, a2 a3e

a3), que séo o resultado do processamento alternativo do RNA mensageiro (“splicing”
alternativo) ou da utilizagdo de promotores alternativos (figura 03) (Flamant e Samarut,
2003). Dessa forma, as diferentes isoformas do TR sdo 41, 42, &1, 42 e a3, sendo que
somente al, a1, 42 e 43 se ligam ao hormonio. As isoformas 41 e 42 diferem somente em
sua regido carboxi-terminal e, por esse motivo, a isoforma 42 ndo se liga ao hormdnio,
enquanto que as isoformas a1, a2, a3 diferem em sua regido amino-terminal (Flamant e
Samarut, 2003). Admite-se que a isoforma 42 possa exercer agdo inibitdria sobre os outros
TRs ao competir com 0s mesmos pela formacdo de heterodimeros com RXR ou pela
ligacdo aos elementos responsivos aos hormonios tireoideanos (TREs) (Brent, 1994). A
isoforma TRAa3 foi recentemente descrita em ratos (Williams, 2000) e, a partir da
comparacgdo das seqiiéncias gendmicas desses animais com 0s humanos, pode-se prever
que essa isoforma estd conservada entre as duas espécies (Flamant e Samarut, 2003). A
isoforma TR&2, por ndo se ligar ao T3, pode inibir a transcricdo mediada por TRa1 ou
TRA&1, provavelmente por competir com a ligacdo aos TREs e com a formagdo de
heterodimeros com RXR (Ribeiro et al., 1998b).
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Figura 03. Estrutura primaria das diferentes isoformas codificadas pelos genes receptor do
horménio tireoideano: as isoformas TRa1l, TRa2, TRa3 e TRA43 sdo codificadas pelo
gene TRA atraves da utilizacdo de promotores alternativos. O gene TR&, por splicing
alternativo e também pela utilizacdo de promotores alternativos, produz as proteinas TRa1,
TR42, TRA41 e TRAA2. Fonte: Barra et al., 2004.

A expressao relativa dos dois genes que codificam os TRs e a distribuicdo dos seus
produtos variam de tecido para tecido e nos diferentes estagios de desenvolvimento. Os
RNAs mensageiros (“messenger RNA”, mRNA) do TRa;, TRa; e TRb; sdo expressos em
quase todos os tecidos, mas diferem quantitativamente durante o desenvolvimento e de
acordo com o tipo celular. Por exemplo, o TRb; é abundante no figado, rim e cérebro e o
TRa; é abundante nos musculos esqueléticos, gordura marrom e no coracdo. O TRa; €
abundante no cérebro, ao passo que a expressdo do TRb, é observada quase que
exclusivamente na pituitaria anterior e em outras areas do cérebro (Lazar, 1993). O TR 4,
e TR &, sdo encontrados principalmente no epitélio do intestino delgado, pulmédo e
durante os estagios precoces do desenvolvimento (Flamant e Samarut, 2003). Em ratos, o
TR&3 € expresso no figado, rim e pulmao, enquanto que o TR &z no musculo esquelético,
coracgdo, baco e cérebro (Williams, 2000). Essa expressdo variada dos subtipos de TR pode
constituir um mecanismo usado pelo T; para a regulacdo de tecidos de forma seletiva
(Brent, 1994).
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U DoOMINIOS FUNCIONAIS DOS RECEPTORES DO HORMONIO TIREOIDEANO

A andlise estrutural e funcional do TR e de outros receptores nucleares demonstra
que esses receptores exibem uma estrutura modular com dominios funcionais distintos, os
quais exercem acOes especificas. Cada mddulo desempenha uma funcdo, mas diferentes
mddulos podem interagir entre si para executar uma determinada acdo bioldgica. Os trés
principais dominios sdo: o amino-terminal (N-terminal), o de ligacdo ao DNA (DBD) e o
de ligagdo ao ligante (LBD). Existe, também, uma pequena regido que conecta 0 DBD ao
LBD, que é conhecida como dobradica hinge (figura 04) (Ribeiro et al., 1998b).

Ligacao ao DNA
Dimerizacao

Transativacao Dobradica: Ligagao do ligante
independente do rotagdo do Dimerizagao
horménio DBD em Transativagao
relacao ao
LBD

Figura 04. Estrutura linear representando os dominios funcionais dos receptores nucleares
e suas fungdes: dominio amino-terminal (NH2-t), dominio de ligagdo ao DNA (DBD),
dobradica (Hinge) e dominio de ligagdo ao ligante (LBD). Fonte: Barra et al., 2004.

O dominio amino-terminal é extremamente varidvel entre 0s membros da
superfamilia dos receptores nucleares, tanto no tamanho quanto na sequéncia de
aminoécidos, e exibe uma funcdo de ativacdo transcricional independente do ligante,
denominada funcéo de ativagdo 1 (AF-1) (Warnmark et al., 2003). No TR esse modulo é
relativamente pequeno e na maioria dos casos a dele¢do desse médulo tem pouco efeito nas
respostas transcricionais positivas ao horménio tireoideano (3,5,3"-triiodo-L-tironina, Ts).
Exceto por um segmento conservado de doze aminoacidos adjacentes ao DBD, os médulos
amino-terminal dos TR sdo completamente divergentes dos outros receptores nucleares
(McKenna e O'Malley, 2002; Ribeiro et al., 1998b).

A estrutura do DBD é extremamente conservada em toda superfamilia e €
responsavel por ligar o receptor aos HREs. Assim, 0 DBD do TR&1 possui 100% e 87% de
homologia em relacdo ao TRa2 e aos TRale TR&2, respectivamente. O DBD inclui duas
sequéncias de aminoacidos com residuos de cisteina que formam duas estruturas

independentes em forma de alga, que sdo coordenadas por uma molécula de zinco, e
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conhecidas como dedos de zinco. A integridade de cada dedo de zinco € critica, pois
delecdes ou substituicdes de residuos de cisteina comprometem a ligagdo do receptor ao
DNA, e conseqiientemente, sua atividade transcricional (Yen et al., 1995). Os dois dedos
de zinco sdo separados por uma sequéncia de 15 a 17 aminoacidos. Trés aminoacidos da
base do primeiro dedo representam a regido chamada de caixa P (P-box). Esses
aminodacidos sdo responsaveis pelo reconhecimento do elemento responsivo especifico
para cada receptor, ao passo que uma seqiiéncia de cinco aminoéacidos, localizada entre a
primeira e a segunda cisteina na base do segundo dedo, é denominada de caixa D (D-box),
uma regido importante para a dimerizacdo do receptor (Umesono and Evans, 1989; Ribeiro
et al., 1998b). Os termos P-box e D-box estdo relacionados com a posicéo proximal e distal
dessas regides, respectivamente (Glass, 1994).

O modulo situado na regido carboxi-terminal, o LBD, é menos conservado que o
DBD, e confere especificidade ao ligante especifico do receptor. O LBD é importante para
a formacdo de dimeros e também atua na associagdo do receptor com outras proteinas, tais
como as HSPs, os co-repressores (Horlein et al., 1995; McKenna and O'Malley, 2002) e os
co-ativadores (Feng et al., 1998; Glass et al., 1997), que participam nos processos de
repressdo ou de ativacdo da transcricdo. Além dessas fungdes, o LBD contém uma
superficie que € fundamental para a ativacao transcricional, que se forma com a liga¢do do
hormdnio ao receptor. Apés a ligacdo do hormdnio, essa regido, denominada funcdo de
ativagdo 2 (AF-2), passa a se interagir com os co-ativadores, que permitirdo a formacéo do

complexo protéico envolvido na ativacdo da transcricdo (Wu et al., 2001).

Estudos recentes de cristalografia de raios X com o dominio LBD de TR (Ribeiro et
al., 1998a; Wagner et al., 1995), RAR (Renaud et al., 1995), RXR (Bourguet et al., 1995),
ER (Brzozowski et al., 1997) e PPAR (Nolte et al., 1998), demonstraram que o LBD dos
receptores da superfamilia tem uma estrutura tridimensional conservada e constituida
predominantemente de 12 a-hélices (numeradas de 1 a 12, H1 a H12). Observou-se
também que o ligante se aloja no interior do receptor e, com isso, desempenha um papel
fundamental na formagéo da estrutura final do holoreceptor (figura 06). A funcdo ativadora
AF-2 envolve predominantemente 3 a-hélices (H3, H5 e H12), que formam uma superficie
hidrofébica, na qual se alojam os co-ativadores. Dessa maneira a estrutura tridimensional

do holoreceptor é de importancia critica para entendermos o mecanismo estrutural
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envolvido na ativagdo do receptor pelo hormbnio (Wagner et al., 1995; Apriletti et al.,
1998; Ribeiro et al., 1998a).

K l’m

ﬁm{d‘*\l

3 Hil

Figura 05. Desenho do rTR-aLBD que demonstra 12 a-hélices como seus principais
constituintes estruturais do TR e a localizagdo do ligante dentro do LBD. Fonte: Wagner et
al., 1995.

A regido que conecta o DBD ao LBD, e que age como uma dobradiga, é
extremamente variavel entre os diferentes receptores (Yen, 2001). No caso especifico do
TR, a principal funcdo dessa regido seria promover o movimento de rotacdo do DBD em
relacdo ao LBD, possibilitando que o TR se ligue nos TREs com diferentes orientagdes
(Mangelsdorf et al., 1990b; Kurokawa et al., 1993; Ribeiro et al., 1998b).

@ REGULACAO DA TRANSCRICAO GENICA PELO HORMONIO TIREOIDEANO
i PROTEINAS CO-REGULADORAS DA AGAO DO TR

Varios estudos tém demonstrado que TR, na sua forma de aporeceptor (ndo ligado
ao Ts3), € capaz de interagir com fatores de transcricdo como o TFIIB e TFIID, que sdo
componentes chaves da maquinaria de transcricdo basal (Wu e Koenig, 2000), podendo
inibir a montagem do complexo de pré-iniciagdo da transcrigdo no promotor. Dessa forma,
a interacdo do TR com 0s componentes da maquinaria de transcrigcdo basal seria uma forma
que o TR utilizaria para mediar a represséo basal independente de ligante (Fondell et al.,
1996). Por outro lado, 0 TR ndo exerce essa funcdo isoladamente, e varios estudos sugerem
que sua associagdo com proteinas correpressoras sollveis é critica e fundamental para o

TR reprimir a transcrigdo basal (YYen, 2001).
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Dois dos principais co-repressores para 0 TR sdo o NCoR, “Nuclear Receptor
Correpressor”, proteina de 270kDa (Horlein et al., 1995), e 0 SMART, “silencing mediator
of retinoic acid and thyroid hormone receptor” (Chen e Evans, 1995) . Tanto o NCoR
quanto o SMRT sé&o capazes de interagir com o TR na auséncia de T, tanto em solucdo
como quando o TR estd ligado aos seus elementos responsivos. A interagdo do co-
repressor com TR ocorre por meio de uma a-hélice do co-repressor que contém a
sequéncia de consenso LXXXIXXX(I/L) (onde L corresponde ao aminoacido leucina, | ao
aminoécido Isoleucina e X a qualquer outro aminoacido) (Nagy et al., 1999; Perissi et al.,
1999). O SMRT possui duas dessas sequéncias, ja 0 NCoR possui 3, duas delas homologas
as do SMRT e uma terceira, recentemente descoberta, especifica para o TR, justificando a
maior afinidade do TR pelo NCoR. Os co-repressores sao capazes de interagir com outros
repressores como as histonas desacetilases (HDACs), formando um complexo de co-
repressores (Au-Fliegner et al., 1993; Feng et al., 1998; Wu and Koenig, 2000). A presenca
das HDACs no complexo co-repressor sugere que a repressdao seja mediada pela
desacetilacdo das histonas presentes na regido promotora, possivelmente porque a histona
desacetilada torna a cromatina mais condensada, restringindo o acesso dos fatotes de
transcricdo basal ao DNA (figura 06) (Yen, 2001).
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Figura 06. Complexo de co-ativadores e co-repressores e acetilacdo das histonas. Na
auséncia do ligante, o receptor heterodimérico estd associado com um complexo de
proteinas co-repressoras (SMRT/NCoR), que recrutam as HDCAs diretamente ou pela
interacdo com Sin3. Muitas outras proteinas podem pertencer a esse complexo, cuja exata
composicao ainda ndo é bem conhecida. A desacetilacdo das histonas mantém a cromatina
compacta e assim reprime a transcricdo. O ligante provoca a libera¢do do complexo de co-
repressores e 0 recrutamento dependente do dominio AF-2 de co-ativadores da familia
pl60 (tais como SRC-1, CBP/p300 e PCAF). Todas essas proteinas possuem atividade

I

Repression
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acetil-transferase (HAT), que permite a descompactacdo da cromatina e ativacdo génica.
Fonte: Aranda e Pascual, 2001.

A ligacdo do T3 ao TR provoca mudangas conformacionais na estrutura do receptor,
favorecendo a dissociagdo do TR com os correpressores (Makowski et al., 2003) seguindo
da interacdo com proteinas co-ativadores (Zhang e Lazar, 2000). Os co-ativadores, por
possuirem atividade histona acetil transferase (HAT), estimulam a transcricdo ao
acetilarem as histonas (Glass e Rosenfeld, 2000; McKenna e O'Malley, 2002; Yen, 2001).
A hiperacetilacdo das histonas relaxa a cromatina e facilita o acesso dos fatores de
transcricdo basal ao promotor do gene alvo, estimulando a atividade transcricional.
Ademais, co-ativadores sdo capazes de acetilar outras proteinas além das histonas, como o
fator de transcricdo p 53 e fatores de transcricdo basal como TFIIE-TFIIF, que poderiam

contribuir para o aumento da atividade transcricional (Wu e Koenig, 2000).

Vérios co-ativadores foram identificados: GRIP-1 (proteina 1 que interage com
GR), SRC-1 (co-ativador 1 do receptor de esterdide), pCIP (proteina associada ao co-
integrador p300/CBP) e o pCAF (fator associado a p300/CBP) (McKenna et al., 1999).
Outra proteina identificada como co-ativadora do TR é uma proteina que se liga ao CREB
(proteina que se liga ao elemento responsivo cAMP) conhecida com CBP (proteina que se
liga a CREB) e mais recentemente foi identificado o co-ativador TRBP (proteina que se
liga a0 TR) (Lan et al., 2000; McKenna et al., 1999). Esses co-ativadores ndo s&o
especificos, associam-se com Varios outros membros da superfamilia dos receptores
nucleares e exercem seu efeito ativando a transcricdo na presenca do ligante. Esta
associacao é feita pela interacdo de um segmento de a-hélice de sequéncia LXXLL (onde
L corresponde a leucina e X a qualquer aminoacido) presente na regido central do co-
ativador, com a superficie AF-2 dos receptores nucleares (Heery et al., 1997; Mclnerney et
al., 1998). Cada co-ativador possui 3 cdpias desta seqiiéncia LXXLL e existem evidéncias
de que diferentes receptores nucleares interagem com LXXLL distintos (Yen, 2001; Glass
e Rosenfeld, 2000; McKenna e O'Malley, 2002). J& foi descoberto um novo co-ativador
especifico para 0 TR e RXR, o NRIF3, “nuclear receptor-interacting factor 3”, que nao €
capaz de interagir com nenhum outro receptor nuclear e ndo possui nenhuma homologia
com 0s outros co-ativadores ja descritos (Li et al., 1999). A importancia deste co-ativador

na modulacdo especifica do horménio tireoideano ainda ndo esté totalmente definida.
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U GENES REGULADOS POSITIVAMENTE PELO T3

Os efeitos do TR na regulacdo da expresséo génica nos genes ativados pelo Ts, tais
como o hormdnio de crescimento (GH) (Flug et al., 1987; Glass et al., 1987 Brent et al.,
1989), a enzima malica hepatica (Petty et al., 1990), a cadeia pesada de a miosina (Izumo e
Mahdavi, 1988; Tsika et al., 1990) e muitos outros, séo inicialmente obtidos com a ligagéo
do receptor a sequéncias de DNA especificas, presentes na regido regulatéria dos genes
alvo. Essas regifes sdo compostas pela seqiiéncia hexanucleotidica AGGTCA (Wu et al.,
2001), e, como ja foi dito anteriormente, podem estar organizadas em trés orientacdes
diferentes: na forma de repeticdo direta espacada por 4 nucleotideos quaisquer (DR-4), ou
na forma de palindromo invertido espacgada por seis nucleotideos quaisquer (F2), ou, ainda,
na forma de palindromo sem nenhum espacamento (TREpal) (figura 03) (Ribeiro et al.,
1998b). Aproximadamente 30 TREs naturais ja foram identificados, sendo que a maioria é
DR-4, sequido pelo F2 e mais raramente o TREpal (Yen, 2001).

Na auséncia do ligante, os membros da subclasse dos receptores dos hormonios
tireoideanos ligam-se ao DNA na forma de homo ou heterodimeros. Esses dimeros, por sua
vez, se associam aos correpressores, como NCoR e 0 SMRT, que formam complexos com
as desacetilases de histonas (HDACS), incluindo HDAC-1, 2 e 3, que mantém a cromatina
compacta e inibe a transcricdo (Yen, 2003). Com a ligacdo do hormdnio ao receptor,
observa-se formacdo predominante de heterodimeros com o RXR, seguida de dissociacdo
das proteinas co-repressoras e subseqlientemente, a associacdo com proteinas co-ativadoras
como 0s co-ativadores do receptor de esterdide (SRC-1, SRC-2 e SRC-3) e o complexo de
proteina que interage com o receptor de vitamina D/proteina associada ao TR (complexo
DRIP-TRAP), dentre outras proteinas, que medeiam a estimulagdo de genes alvo e
possuem atividade histona acetiltransferase (Bannister and Kouzarides, 1996; Ogryzko et
al., 1996; Spencer et al., 1997; McKenna et al., 1999). Com a acetilagdo das histonas, a
cromatina é relaxada, o que facilita 0 acesso de outros fatores de transcrigdo e estimula o
processo transcricional pela RNA polimerase (Ribeiro et al., 1998b; McKenna et al.,
1999). Portanto, a ligagdo com o hormonio transforma o TR de um estado repressor para
um estado ativador da transcri¢cdo de genes estimulados pelo T3 (figura 07) (Ribeiro et al.,
1995).
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Figura 07. Representacdo esquematica do mecanismo de a¢do do TR. Na auséncia de T3, 0
TR se encontra ligado ao TRE como homodimero associado a proteinas co-repressoras que
atuam inibindo a maquinaria de transcricdo basal (MTB). A ligacdo do TR ao T3 (circulo
vermelho), induz a uma mudanca conformacional que conduz a dissociagdo de
homodimeros (TR/TR) e associacdo de heterodimeros (TR/RXR), liberagdo dos co-
repressores e associagdo com proteinas co-ativadoras que agem sobre a MTB ativando a
transcricdo de genes alvo. Fonte: Barra et al., 2004.

U GENES REGULADOS NEGATIVAMENTE PELO T3

Os mecanismos que envolvem os genes regulados negativamente pelo HT, como o
TRH (Hollenberg et al., 1995a; Satoh et al., 1996), TSHa (Burnside et al., 1989; Chatterjee
et al., 1989), TSHa (Carr et al., 1989; Wondisford et al., 1989; Bodenner et al., 1991),
cadeia pesada de & miosina (Rindt et al.,, 1995) e fator de crescimento epidermal
(Thompson et al., 1992), sdo bem menos compreendidos. Provavelmente envolvem a
mesma classe de moléculas em TREs diferentes, denominados TREs negativo (nTRE ou
NRE). Diferentemente dos elementos responsivos positivos, uma sequéncia consenso para
0s NTREs ainda ndo foi estabelecida, mas ja foi demonstrado que o TR é capaz de exercer
a regulacdo inibitdria da transcricdo de diferentes genes por meio de nTREs divergentes
estruturalmente, assim como a ativagdo pelo T3 utiliza uma variedade de TRE positivos,
como o TREpal, DR-4 e F2 (Satoh et al., 1996). Estudos de mutagénese localizaram esses

NTREs proximo a regido “TATA box”, sugerindo que a regulagdo negativa pelo T; pode
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ser causada pela interferéncia do complexo de iniciagdo da transcricdo (Chatterjee et al.,
1989).

Existem evidéncias de que os genes alvos podem adotar mecanismos distintos para
este tipo de repressdo. No caso dos genes TRH, TSHa e TSHa&, observa-se que a
transcricdo € suprimida pelo T3 e ativada pelo TR quando este ndo esta ligado ao Ts.
Ademais, € interessante observar que, de maneira oposta a0 que ocorre na ativacdo da
transcricdo, existem evidéncias de que 0s co-repressores estdo envolvidos na ativagdo da
transcricdo pelo TR sob forma de apo-receptor (Tagami et al., 1997; Satoh et al., 1999;
Tagami et al., 1999; Berghagen et al., 2002), e os co-ativadores, na repressdo induzida pelo
TR ligado ao Ts(Weiss et al., 1999), demonstrando que a fungdo do co-reguladores €
dependente do contexto do promotor (Kim et al., 2005). Desta forma, mutantes de TR que
ndo se interagem com moléculas co-repressoras apresentam uma reducdo da ativacdo da
transcricdo dos genes TRH e TSH na auséncia do hormonio (Tagami et al., 1997;
Berghagen et al., 2002), e TR mutantes (E457A), que interagem deficientemente com co-
ativadores, apresentam uma regulacdo negativa dos mesmos genes comprometida (Ortiga-
Carvalho et al., 2005). Além disso, camundongos com delecdo do gene que codifica o co-
ativador SRC-1 apresentam resisténcia a supressao da sintese e secre¢do de TSH pelo T;
(Weiss et al., 1999). Neste mesmo sentido, mutacdes no TR que impedem a ligacdo do TR
com proteinas co-ativadoras p160 suprimem a repressdao mediada pelo T3 no promotor do
TSH4, mas ndo impede a ativacdo da transcricdo mediada pelo TR na auséncia do Ts;
(Tagami et al., 1999). Uma possivel explicacdo de como o SMRT pode atuar como co-
repressor nos pTREs e como co-ativador nos nTREs é que o complexo formado nesses
dois elementos responsivos podem adotar diferentes conformagfes, resultando em
diferentes contribui¢cGes no complexo de inicia¢do transcricional. Isso é indicado pelo fato
de que a sensibilidade do complexo TR-SMRT a proteases é diferente, dependendo do
elemento responsivo em que € formado (Berghagen et al., 2002). Esta hipGtese é descrita
esquematicamente na figura 08. Na auséncia do horménio, o complexo TR-SMRT assume
diferentes conformagdes dependendo do TRE e isto resulta no recrutamento de diferentes

polipeptideos, que ativam ou reprimem o complexo de inicia¢ao transcricional.
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Figura 08. Uma ilustracdo modelo das diferentes funcbes do SMRT no elemento
responsivo positivo (pTRE) e negativo (nTRE). Na auséncia do ligante, o TR (mostrado
como homodimero, mas pode ser também heterodimero com o0 RXR) se liga ao pTRE. O
SMRT se liga e recruta outros polipeptideos, que inibem o complexo de iniciacdo
transcricional. Por outro lado, quando TR esta ligado ao nTRE, também na auséncia do
hormoénio, o SMRT também se liga, porém o complexo TR-SMRT assume uma
conformacdo diferente, que recruta outras proteinas que estimulam o complexo de
iniciagcdo transcricional e ativam a transcricdo. Adaptado de Berghagen et al., 2002.

Dentre as isoformas do TR, TRa, é quantitativamente e funcionalmente mais
importante que TRa; e TR&; na regulacdo do hipotalamo e pituitaria (Koenig et al., 1987;
Hodin et al., 1989; Cook et al., 1992; Lechan et al., 1994; Schwartz et al., 1994; Ng et al.,
1995; Safer et al., 1997; Langlois et al., 1997; Abel et al., 1999; Abel et al., 2001). Isto,
como ja foi descrito anteriormente, esta de acordo com a distribuicdo dessas isoformas, ja
que 0 TR4&; esta presente predominantemente no musculo esquelético, tecido adiposo e
coracdo; TR4;, no cérebro, figado e rim; enquanto o TR&; esta restrito, principalmente, no
hipotalamo e na pituitaria (Hodin et al., 1989; Cook et al., 1992; Lazar, 1993; Apriletti et
al., 1998; Zhang and Lazar, 2000) e em menor escala no desenvolvimento da retina e no
sistema auditivo (Sjoberg et al., 1992; Bradley et al., 1994).

Também ja foi demonstrado o envolvimento das histonas desacetilases (HDAC) na
repressdo. A co-transfeccdo de TRH-LUC com um inibidor das HDACs (TSA -
trichostatin A) diminuiu a repressdo na presenca do Ts, sem interferir na ativacdo na
auséncia de Ts (Becker et al., 2001). O mesmo fendmeno pode ser observado com o
promotor do TSH4, em que o T3 induz o recrutamento de HDAC,; (Sasaki et al., 1999) e de
TR&; pelo nTRE (Loinder and Soderstrom, 2005; Sasaki et al., 1999) e a presenca do TSA
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diminui a repressdo dependente do ligante (Sasaki et al., 1999). Esses resultados apontam a
importancia das HDACs na repressdio mediada por Ts. No entanto, baseado nas
informacdes estruturais ainda ndo é possivel se compreender, como o TR ligado recrutaria
as HDAC: .

A importancia da ligacdo do TR ao DNA na repressdo ainda € uma questdo
polémica. Varios modelos tém sugerido que a regulagdo negativa é realizada por meio de
uma ligacdo direta TR-DNA (Chatterjee et al., 1989; Bodenner et al., 1991; Naar et al.,
1991; Carr et al., 1992; Cohen et al., 1995; Takeda et al., 1997; Sasaki et al., 1999;
Laflamme et al., 2002). Recentemente, foi demonstrado que a ligagdo direta do TRa; ao
nTRE é requerida para a regulacdo negativa dependente de T3 (Shibusawa et al., 2003Db).
Esta hipotese foi demonstrada por meio de um mutante TR&2-GS125 em que dois
aminoécidos (glutamato e glicina, localizados na regido do dedo de zinco do DBD do
TR&2) foram mutados para glicina e serina, respectivamente, impedindo o reconhecimento
da sequéncia do nTRE. Quando TR&2-GS125 foi transfectado em células 293T, a
regulacdo negativa dependente de T3 dos genes TRH, TSH& e TSH& foram abolidas.
Outros estudos também utilizaram o mutante, TR-C127S, que ndo se liga ao DNA, e
observaram que a ativacdo do promotor do TRH, na auséncia do ligante, foi prejudicada
(Takeda et al., 1997; Satoh et al., 1999;). O significado fisiologico da ligacdo TR-DNA foi
confirmada pelo achado de que camundongos mutantes homozigotos para TRa2-GS125
(TRa®¥°%) apresentaram uma regulacdo anormal pelo T3 no eixo hipotalamo-pituitéria-
tireGide e na retina, idéntico as anormalidades previamente observadas no camundongo
“knock-out” TR (TRAa™) (Shibusawa et al., 2003b). Esses resultados indicam que a
ligagdo TR-DNA é necessaria para a regulacdo transcricional negativa.

Porém, a regulacdo negativa dependente de T3 pode ocorrer sem uma interagdo
direta TR-DNA (Tagami et al., 1997; Kim et al., 2004;). O TR pode interagir com outras
proteinas e essas, por sua vez, interagem com 0 DNA, como 0 que ocorre com c-jun e c-
fos, que é um composto protéico dimérico que por meio do sitio AP-1 é regulado

negativamente pelo T3 (Lopez et al., 1993; Lazar, 2003;) (figura 09).
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Figura 09. Mecanismo potencial de regulagdo negativa. Representagdo esquematica da
interacdo indireta TR-DNA (TR-AP-1) por meio da interagdo proteina-proteina (TR-
jun/fos) de um provavel mecanismo de regulacdo negativa pelo hormdnio tireoideno.
Adaptado de Lazar, 2003.

Uma outra hip6tese para a regulacdo da atividade do promotor do TSHa pode ser
explicada pelo mecanismo de sequestro, na qual o TR em solucdo e ndo ligado ao Ts,
recruta 0s co-repressores que por sua vez seqiestram as histonas desacetilases (HDAC)
que reprimem a transcri¢do (Tagami et al., 1997; Tagami et al., 1999). O sequestro destas
desacetilases da regido promotora ndo permite a condensacdo da cromatina, favorecendo a
ativacdo da transcri¢do. Posteriormente, com a ligagdo do Ts; ao TR, ocorre a dissociagao
do complexo co-repressor/HDAC e TR, que agora passa a recrutar co-ativadores que
sequestram as histonas acetilases (HATS) e outros fatores de transcricdo que relaxam a
cromatina, permitindo o facil acesso das HDACs a regido promotora. Consequentemente, a
auséncia de co-ativadores e HATS, favorecem a repressdo dependente do ligante (figura
10) (Tagami et al., 1999). Esses resultados sugerem que a regulacéo negativa pelo T pode
ser induzida sem uma interacdo direta TR-DNA. Porém esse modelo ndo explica como a

especificidade da regulacdo negativa é conferida.
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Figura 10. Modelo de regulacdo negativa do TSH. Na auséncia de T3 0 TR em solugéo se
liga a co-repressores que recrutam HDAC da regido promotora, resultando no aumento da
acetilagé@o das histonas e ativacdo transcricional. Na presenca do T3 0 TR dissocia dos co-
repressores e recruta os co-ativadores, deixando a regido promotora livre para atuagdo das
HDACS, que compactam a cromatina e reprimem a transcrigdo. GTFs — Fatores gerais de
transcricdo. Adaptado de Tagami et al., 1999.

Promotor do TSH:

A tireotropina (TSH) pertence a familia dos horménios glicoproteicos que inclui
também o hormdnio foliculo-estimulante (FSH), luteizante (LH) e a gonadotropina
coridnica. E uma proteina heterodimérica composta pelas subunidades & e & ligadas n&o
covalentemente, em que a cadeia & € comum aos quatro membros da familia das
glicoproteinas e a cadeia & € distinta e assim confere especificidade a cada hormdnio.
(Shupnik et al., 1989; Wood et al., 1989). O hormonio tireoideano regula negativamente a
atividade do gene de ambos, & e &, em nivel transcricional (Chin et al., 1993), porém as
duas subunidades parecem requerer diferentes fatores de transcricdo basal e podem
também ter mecanismos diferentes de regulagdo transcricional pelo T3 (Shupnik, 2000),

embora apresentem uma parcial homologia (Carr et al., 1992).

A regido regulatéria do promotor do TSH& que estd envolvida na repressao
mediada pelo T3 foi descrita como sendo a regido “dowstream” do sitio de inicio da
transcricdo (Wondisford et al., 1989; Bodenner et al., 1991; Sasaki et al., 1999). O nTRE
do TSHAa de humanos consiste de dois dominios localizados entre as bases +3 e +17pb
(dominio 1) e +28 e +37pb (dominio 2) do exon 1, préximo a uma sequéncia “TATA box”,
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“dowstream” dos sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do Pitl (ativador transcricional da
pituitaria), exigidos para a expressdo do TSHa (figura 11) (Shupnik, 2000). O primeiro
dominio € constituido de uma sequéncia consenso (GGGTCA) e outra, relativamente
degenerada (GCATCT), que é uma repeticdo invertida espacada por cinco pares de base. O
segundo dominio é composto por apenas uma seqiiéncia (GCAAAGTAAG) (Bodenner et
al., 1991), homéloga ao TRE do gene do horménio de crescimento de rato (-190
GAAAGGTAAG -181) (Flug et al., 1987; Koenig et al., 1987). A sequéncia 5* do dominio
1 e 0 dominio 2 sdo idénticos em humanos, ratos e camundongos (figura 11) (Cohen et al.,
1995). O TR se liga ao sitio 1 com maior afinidade e pode formar homodimeros (Bodenner
et al.,, 1991) ou monémeros (Fondell et al., 1993; Carr and Wong, 1994; Cohen et al.,
1995), enquanto que no dominio 2 o TR se liga apenas na forma de mondémeros e com
baixa afinidade pelo DNA (Bodenner et al., 1991). Porém, estudos recentes demonstraram
que mutacdes no dominio 2 diminuiram a repressdo mediada pelo T3 (Sasaki et al., 1999),

demonstrando que ambos os dominios sdo importantes para a inibicao.

promotor hTSHa

: | 3
S i1 pin TATA rNRE CAT
-128 +37
Dominio 1 Dominio 2
hTSHA AGAGCTTTTAGTT TGGGTCA CCACAGCATCTGCTCACCAA T GT
ITSHA AGAG ------------- TC TGGGTCA TCACAGCATTAACTCGCCAG T GT
MTSHA AGAG ---------------- TGGGTCA TCACAGCAGTAACTCACTAA T GT

Figura 11. Estrutura do promotor do TSHa: comparacao entre espécies (h-humano, r-rato
e m-camundongo). Os quadrados azuis pequenos indicam dois Pitl (elementos de ativagéo)
e 0 quadrado verde indica o elemento responsivo negativo. A sequéncia em vermelho
pertence ao dominio 1 e a sequéncia em laranja, dominio 2. Adaptado de Sasaki et al.,
1999.

Promotor do TRH:

J& foram identificados seis potenciais “half-sites” envolvidos na regulacdo do

promotor do hTRH (sitios 1 a 6) entre -250 e +55pb. Porém, a caracterizacdo dos
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elementos que medeiam o efeito do TR e do T3 demonstrou que apenas trés (sitios 4, 5 e
6), que sdo separados e atuam de maneira combinatorial, estavam realmente envolvidos na
regulacdo negativa do TRH (figura 12) (Hollenberg et al., 1995a). Dois desses elementos
(sitios 5 e 6) localizados no promotor do hTRH entre as bases +14 e +19 (GGGTCC) e +37
e +42 (TGACCT), respectivamente, ndo sdo conservados entre as espécies de roedores
(Satoh et al., 1996). Eles sdo organizados como “single half-site” e a ligagcdo do TR nesses

elementos é realizada via monémeros.

—>
— > «— —_—> —
Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5 Sitio 6
GGGTCC TGACCT GGGTCC TGACCT

-150 +1 +55

Figura 12. Localizacdo e sequéncia dos potenciais “half-sites” que medeiam a regulacéo
negativa do promotor do hTRH. Os sitios 1 e 2 sdo half-sites adicionais upstream da
posi¢do -150 e por ndo apresentarem nenhum significado funcional, foram excluidos. O
sitio 3 esta localizado entre -115 e -120, porém, mutacfes nesse sitio também mostraram
que ele ndo teve nenhum efeito na regulacdo negativa. O sitio 4 esta localizado entre -55 e
-60; sitio 5, +14 e +19; e sitio 6, +37 e +42. As setas indicam a orientacdo dos half-sites; a
sequéncia em cinza indica o half-site que n&o influenciou na regulacdo do TRH; a
sequiéncia em vermelho, o half-site de maior importancia; e as seqiiéncias em azul, os half-
sites de menor importancia na regulacdo negativa. Adaptado de Hollenberg et al., 1995a.

O terceiro “half-site”, sitio 4, exerce uma maior importancia na regulacéo negativa
pelo T3 e por isso é considerado o principal NnTRE no promotor do TRH (Hollenberg et al.,
1995a; Satoh et al., 1996; Guissouma et al., 2002). Este nTRE predominante, de sequiéncia
TGACCT, localizado entre as bases -60 e - 55, foi identificado nos promotores do TRH de
humano e de camundongo e € bem conservado entre as espécies (Hollenberg et al., 1995a;
Satoh et al., 1996; Balkan et al., 1998; Satoh et al., 1999;). Ja& foi demonstrado que a

interacdo DNA-TR ¢é mais forte no sitio 4 do que nos sitios 5 e 6 (Hollenberg et al., 1995a).

A isoforma TR& exerce, preferencialmente, a regulagdo inibitdria da transcricao
génica do TRH de humano e rato, sendo assim isoforma-especifica conferida pelo dominio
N-terminal (Satoh et al., 1996; Guissouma et al., 2002). TR&; e TRa; inibem a expressao

do TRH de camundongos de forma semelhante (Guissouma et al., 1998), porém no TRH
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de humanos o TR&, é mais eficiente que TR&; na repressdao dependente do ligante
(Langlois et al., 1997). O dominio N-terminal da isoforma TR&; reduz a ativacdo
transcricional independente do ligante e anula a repressdo do TRH dependente do ligante
(Guissouma et al., 2002).

No promotor do TRH, o TR se liga ao co-ativador SRC-1 de maneira dependente
de T3 e SRC-1 anula a ativagdo na auséncia do horménio, mostrando, assim, que esse co-
regulador prejudica a ativacdo e auxilia na repressdo (Guissouma et al., 2002). Em
contrapartida, a super-expresséo de N-CoR e SMRT aboliu a repressdo dependente de T3
(Becker et al., 2001) e a co-transfeccdo, aumentou a ativacéo independente do ligante. De
fato o NCoR interage com TR no sitio 4 na auséncia de T3 e a adigdo do hormonio
promove a sua dissociacdo. Uma hipdtese é que 0s co-repressores antagonizam a repressao
dependente de T3 pelo seqliestro de moléculas chave, como as HDACSs (Satoh et al., 1999)
ou ainda que o TR interage com 0s co-repressores de maneira diferenciada nesses
promotores e ao invés de recrutar outros peptideos repressores, recrutam proteinas que
estimulam o complexo de iniciagdo transcricional e ativam a transcricdo (Yang and
Privalsky, 2001; Berghagen et al., 2002).

Sitio AP-1:

O AP-1 é um fator de transcricdo dimérico composto de produtos da familia dos
proto-oncogenes jun e fos (Angel and Karin, 1991), sendo c-Jun o maior componente do
complexo AP-1 (Angel et al., 1988; Bohmann et al., 1987). Essas proteinas podem se
homodimerizar (c-Jun/c-Jun) ou heterodimerizar (c-Jun/c-Fos) e sdo capazes de se ligar a
um sitio especifico do DNA, sitio AP-1. O complexo protéico AP-1, em resposta a fatores
de crescimento, citocinas, promotores de tumor (TPA) e diversos oncogenes (src e ras), €
capaz de induzir a expressdo de varios genes, que estdo envolvidos na proliferacdo e na
diferenciacdo celular, e assim, desenvolve um papel critico na regulacdo do crescimento
normal e neoplasico (Herschman, 1991). Um exemplo classico desses genes é o promotor
da colagenase humana, cuja expressdao é largamente determinada pelo complexo AP-1
(Angel et al., 1987; Schmidt et al., 1993). Porém, os receptores nucleares, tais como TR
(Zhang et al., 1991), ER (Kushner et al., 2000; Cheung et al., 2005;), RAR (Nicholson et
al.,, 1990) e GR (Jonat et al., 1990; Yang-Yen et al., 1990), podem interagir com o
complexo AP-1 e regular negativamente a expressdo desses genes (Perez et al., 1994). A
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interferéncia com a atividade do AP-1 ndo é mediada pela ligacdo direta dos receptores ao
DNA e sim por uma interacdo proteina-proteina dos receptores com c-jun ou c-fos (Zhang
et al., 1991) (figura 09).

O TR, assim como 0s outros receptores, é capaz de se ligar , indiretamente, e ativar
ou reprimir a transcricdo na auséncia ou presenca do ligante, respectivamente (Lazar,
2003). Estudos de co-transfecgédo do TR com o promotor da colagenase demonstraram que
0 grau de inibicdo é largamente dependente do horménio tireoideano (Schmidt et al.,
1993). Assim, em genes regulados pelo complexo AP-1, o TR ndo ligado ao T3 ativa e 0
TR ligado, reprime a transcricdo génica, como 0 que ocorre com 0s outros genes regulados
negativamente pelo Ts. A delecdo de 17 aminoacidos da regido carboxi-terminal do TRa
impediu a interacdo do receptor com Jun, demonstrando que o dominio C-terminal é
importante para que o TR exerca o efeito antagonista sobre AP-1 (Zhang et al., 1991). O
DBD do TR também é requerido para a potencializacdo e repressdo, pois também participa
da interagdo proteina-proteina. O TR mutante sem o DBD é incapaz de reprimir o
promotor do c-fos pelo T3 (Perez et al., 1993). Por outro lado, a regido N-terminal ndo é
requerida para interagdo com Jun (Lopez et al., 1993). O mesmo autor também demonstrou
gue o TR interage com Jun e ndo com Fos.

Além de inibir a atividade do AP-1, o TR também é capaz de bloquear efetivamente
a expressdo de c-Fos e, dessa forma, a formagdo do complexo AP-1, potencializando seu
efeito inibitério (Perez et al., 1993). O mecanismo de agdo pelo qual o TR interfere na
atividade do AP-1 ainda ndo estd muito claro. Uma das hipoteses é que TR e AP-1
competem por um co-fator que € requerido para a transativacdo eficiente de ambas as
proteinas. Essa hipotese foi demonstrada pela superexpressdo do co-ativador CBP (CREB-
binding protein), que restaurou a atividade do AP-1, que tinha sido reprimida pelo receptor
ligado (Kamei et al., 1996). Além da competi¢do por co-ativadores, um outro mecanismo
pelo qual o TR e 0s outros receptores nucleares interferem com AP-1 é via impedimento da
fosforilagdo de c-Jun por inibicdo das JNKs (Jun amino-terminal kinase). A fosforilagao
nas serinas 63 e 73 potencializa a acdo de c-jun sobre AP-1 permitindo que ocorra a
ligacdo entre c-jun e o co-ativador CBP. Os receptores nucleares na presenca de seus
ligantes inibem ativagdo das JINKs, logo inibem a ligagdo da CBP a Jun.
Consequentemente, os TRs previnem a ativacdo dependente da fosforilagdo de fatores
transcricionais, que sdo envolvidos na inducdo do AP-1 (Caelles et al., 1997).
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Destaca-se 0 papel proeminente dos receptores nucleares como anticoncogenes.
Uma vez que 0s oncogenes ras e src ativam c-Jun e c-Fos por meio da cascata de ativacéo
da proteina kinase C, o TR exerce o papel contréario, suprimindo a proliferacdo celular
iniciada pelas oncoproteinas. Isto faz com que células que sdo “down” reguladas pelo TR
sejam mais suscetiveis as respostas do fator de crescimento, promotores de tumor e
atividade oncogénica. Mutagdes nos TRs também podem aumentar a efetividade dos
oncogenes (Zhang et al., 1991). Dessa forma, é importante investigar se 0s TRs ou outros
receptores nucleares que possuem atividade anti-AP-1 estdo mutados ou tiveram sua
expressao reduzida em células neoplasicas. Nesse contexto € interessante notar que muitas
celulas de tumor de pulmdo carregam uma dele¢do no cromossomo 3, que codifica o gene
do TRa (Kok et al., 1987; Dobrovic et al., 1988).

@ DIMERIZAGCAO DOS RECEPTORES NUCLEARES

Como descrevemos anteriormente, acredita-se que os receptores da subclasse do
TR, RAR, VDR e PPAR regulam a transcricdo génica in vivo associados como
heterodimeros ao RXR e ligados a DRs (Kliewer et al., 1992). O RXR pertence a familia
dos fatores de transcrigcdo e funciona tanto como receptor dependente do ligante &cido 9-cis
retindide, que sdo pequenas moléculas lipofilicas derivados da Vitamina A (Retinol), como
também parceiro heterodimérico dos receptores do hormdnio tireoideano, do &cido
retindico e da vitamina D (Mangelsdorf et al., 1992). Assim como 0s esterOides e 0s
hormaonios tiroideanos, 0s RXRs afetam a morfogénese, o desenvolvimento, o crescimento
e a diferenciacdo celular (Gudas, 1994). A formacdo de heterodimeros entre TR e RXR,
nos elementos responsivos positivos, aumenta a ligacdo do receptor ao DNA tanto in vitro
como in vivo e estimula a transcricdo génica (Darling et al., 1991; Yu et al., 1991; Kliewer
et al., 1992; Hallenbeck et al., 1993; Leng et al., 1994;). Geralmente, quando 0 RXR esta
dimerizado com VDR, TR ou RAR em DRs, o complexo formado ndo responde ao ligante
do RXR, que por esta razdo é considerado um parceiro silencioso. 1sso ocorre porque a
ligagdo do RXR ao TR induz uma alteracéo alostérica no LBD do RXR que o impede de se
ligar ao acido 9 cis-retindico (9cisRA) (Forman et al., 1995; Leblanc and Stunnenberg,
1995).
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Porém, o papel do RXR nos elementos responsivos negativos tem sido pouco
estudado. A configuracdo de muitos nTREs ndo favorece a ligacdo do classico
heterodimero TR-RXR ja que, frequentemente, muitos aparecem como “single half-site”
que implica que somente o0 TR pode se ligar ao DNA como mondmero. Alguns autores
demonstraram que, no promotor do TSH, o RXR na presenca do seu ligante 9-cis, exerce
um papel antagonista a ativacao e inibicdo exercida na auséncia ou presenga do horménio
tireoideano, respectivamente (Hallenbeck et al., 1993; Cohen et al., 1995). Também
demonstraram que 0 RXR nédo forma heterodimero com o TR e quando RXR é adicionado
in vitro, diminui a formagcdo de mondmero ligado ao DNA, sugerindo que a
heterodimerizacdo entre TR e RXR em solucgdo diminui a ligagdo do TR ao nTRE (Cohen
et al., 1995; Sasaki et al., 1999). Entretanto, a diminuicdo da repressdo observada na
presenca de RXR ndo foi comprovada em outros estudos que demonstraram que o RXR
potencializa tanto a ativagdo como a repressdo, na auséncia e presenca de Ts,
respectivamente (Haugen et al., 1997; Safer et al., 1997; Laflamme et al., 2002). No
promotor do TRH j& é consenso que 0 RXR melhora tanto a ativacdo como a repressao
transcricional na auséncia ou presenca do ligante, respectivamente (Hollenberg et al.,
1995a; Safer et al., 1997; Takeda et al., 1997; Laflamme et al., 2002), porém nenhum
estudo conclusivo tem demonstrado a importancia da heterodimerizagéo entre receptores
no sitio AP-1.

Os receptores nucleares contém duas regides independentes para a dimerizacao,
uma no LBD e outra no DBD. Acredita-se que a dimerizacdo ocorra em dois estdgios:
entre os LBDs, ainda quando os TRs estdo em solugéo e entre os DBDs, apds a ligagdo dos
TRs ao DNA (Hirst et al., 1992; Kurokawa et al., 1994; Mangelsdorf and Evans, 1995). Na
associacdo entre os heterodimeros, TR/RXR, em DR-4, os aminoacidos do segundo dedo
de zinco do RXR associam-se com 0s aminoacidos do primeiro dedo de zinco do TR,
adotando uma conformacédo onde o RXR se liga no hexamero AGGTCA situado na regido
5 e 0 TR se liga no hexamero AGGTCA situado na regido 3' (Rastinejad et al., 1995;
Zechel et al., 1994).

Os conceitos atuais sobre a dimerizagdo entre LBDs do TR sdo baseados em
mutacdes que identificaram uma area de aproximadamente 40 aminoécidos na H10 e H11
(Au-Fliegner et al., 1993; Nagaya et al., 1993; Perlmann et al., 1996). Entretanto, esses

estudos séo baseados em mutacdes situadas no interior do receptor e que, portanto, tende a
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alterar de forma grosseira a estrutura do TR, o que pode alterar as interacGes
intramoleculares. Além disso, a afinidade pelo horménio também pode ser modificada e,
consequentemente, dificultar a interpretacdo dos resultados. Recentemente, os aminoacidos
na superficie do LBD do TR foram identificados o que possibilitou a confec¢do de uma
série de mutagdes na superficie do TR que, por modificarem somente o local da mutac&o,
preservam a estrutura global do TR e tendem a alterar apenas interacfes proteina-proteina
no local da mutacéo (Feng et al., 1998). Esta estratégia, que empregou mais de 60 mutantes
cobrindo toda a superficie do LBD do TR, permitiu identificar um ndcleo de aminoécidos
hidrofébicos na H11, que esta envolvido na dimerizacdo do TR (Ribeiro et al., 2001). Os
resultados mostraram que uma mesma superficie no LBD é empregada para a dimerizacao
do TR em DR-4 e F2 indicando que a homodimerizagdo nesses TREs independe da
orientacdo e espacamento dos hexameros AGGTCA. Entretanto, no palindromo TREpal
nenhuma mutacdo foi capaz de impedir a homodimerizagdo do TR sugerindo que neste
elemento, a banda supostamente composta por homodimeros € na verdade constituida por
dois mondmeros. Além disso, este estudo mostrou que dos aminoacidos hidrofébicos
envolvidos, a leucina 422 (L422) do LBD do TRb; é o residuo que cumpre um papel
critico tanto para a homo como para a heterodimerizagdo do TR (Ribeiro et al., 2001).
Mais recentemente, observamos em células U937 que a mutacdo da leucina 422 por
arginina (L422R) diminui em aproximadamente 50% a atividade transcricional do TR no
elemento responsivo DR-4, e praticamente extingue a transcricdo no elemento responsivo
F2. J& no elemento responsivo TRE-pal, esta mutacdo aumenta a atividade transcricional
do TR. Esses resultados sugerem que € possivel que os homodimeros exercam um papel na
atividade transcricional induzida pelo T3 (Velasco, 2005).

@ BASE MOLECULARDASRHT

A SRHT esta relacionada ao gene do TRb (cerca de 80-85% dos pacientes
apresentam mutacOes neste gene). N&o foram descritas mutagfes no gene do TRa.
Atualmente foram identificadas 122 mutacdes diferentes no gene do TRR (Lado-Abeal et
al., 2005) em mais de 250 familias portadoras de SRHT (Carvalho e Ramos, 2004; Cheng,
2005), sendo que a maioria se deve a substituicbes de um Unico nucleotideo, mas também
foram identificadas dele¢des ou insercbes de nucleotideos causando delecdo de

aminoécidos ou a formagdo precoce de comuns de parada (Nagaya et al., 1993). A maioria
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das mutacOes descritas foram encontradas em trés regifes “hot spot (figura 13)
localizadas no dominio de ligacdo ao ligante (LBD) entre os exons 8 e 10 do TRb,
resultando em TRbs com afinidade de ligacdo ao T3 minima ou reduzida. Porém, cerca de
15% das familias com SRHT ndo apresentaram mutagdes no TRb. Esses individuos sem
mutacdo no TR possuem um fendtipo semelhante aqueles com mutacéo e apresentam um
padréo de heranca autossomico dominante. Provavelmente outros co-fatores de transcricéo
envolvidos na acdo do HT sdo responsdveis pela resisténcia hormonal nesses casos
(Matsushita et al., 2000). De fato, estudos do eixo hipotalamo/hipofise/tiredide de
camundongos knock-out para os co-ativadores SRC-1 ou RXR demonstraram que a
auséncia de um co-fator pode causar SRHT (Xu et al., 1998).

Regides frias

234-282 310-353 429-461

Figura 13. Localizagdo das mutagOes no gene do TR& associados com a SRHT. As
mutacdes encontradas no TR& ocorrem agrupadas em trés areas do dominio de ligacdo ao
T3. As posicGes dos aminoacidos, onde as mutacGes foram encontradas, estdo indicados
nos quadrados (A, B, C). A regido fria de 28 e 75 amino4cidos ndo contém mutacdes que
causam SRTH. Adaptado de Carvalho e Ramos, 2004.

Inimeros estudos relatam que os individuos afetados sdo heterozigotos para
mutacdes no gene TRDb, condizentes com o modo de heranca dominante encontrado nesta
doenca (Adams et al., 1994). Entretanto, dois casos ja foram publicados na literatura
apresentando SRHT com heranga autossémica recessiva. Esses individuos provinham de
familias com casamentos consangiiineos. A analise genética molecular do gene TRb de
uma dessas familias mostrou que os membros afetados apresentavam dele¢des completas
de ambos alelos TRb com TRa normal (Takeda et al., 1992). Esses pacientes eram surdos-
mudos com leves dismorfismos, mas tinham estatura normal. Interessantemente, o0s
membros heterozigotos dessa familia, que tinham somente um alelo TRb deletado,

exibiram um fenétipo normal. Isto sugere que uma simples copia do TRb é suficiente para

44
PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

manter homeostasia e que a atividade dominante negativa se da pela interferéncia do TRb
afetado sobre os TRs normais (Refetoff et al., 1993; Yen and Chin, 1994). A quantidade de
TRb mutante produzido também contribui para severidade da atividade dominante
negativa (Zhang et al., 2002). O outro caso € um exemplo extremo em que o paciente
apresentou um quadro severo de SRHT com retardamento mental e graves disturbios do
metabolismo com sinais de hipotireoidismo e hipertireoidismo. Esse paciente era
homozigoto para a delecdo de um aminoécido do LBD do TRb, sugerindo que a atividade
dominante negativa se deveu a interferéncia dos TRb afetados sobre as isoformas TRa
(Ono et al., 1991). Os membros desta familia que eram heterozigotos possuiam resisténcia
generalizada com o padrdo classico de dominéncia negativa. (Ono et al., 1991).

A expressdao “dominancia negativa”, que é frequentemente utilizada para
caracterizar esta sindrome, pretende justificar o fato de que a proteina codificada pelo alelo
afetado interfere com a funcdo da proteina normal. Estas mutagdes alteram uma ou mais
caracteristicas funcionais do receptor, principalmente a afinidade pelo T3 e a ligagdo com
co-fatores (proteinas co-ativadoras ou co-repressoras) (Ribeiro et al., 1998b). Entretanto,
estas mutacdes geralmente preservam a capacidade do TR de se ligar ao DNA e formar
heterodimeros com o0 RXR (Chatterjee, 1997).

Uma observagdo intrigante nos pacientes com SRHT é a acentuada variabilidade na
resisténcia ao HT nos diferentes tecidos de um mesmo individuo ou entre individuos com a
mesma mutacdo no gene do TRR. O mecanismo molecular envolvido na dominancia
negativa exercida pelo TR mutado parece ser multiplo. Alguns estudos sugerem que a
ligagdo do receptor mutado ao DNA e formacdo de heterodimeros com RXR séo essenciais
para atividade dominante negativa (Nagaya et al., 1993; Collingwood et al., 1994).

A observacgdo de que 0 TRb; era expresso na pituitaria e no hipotalamo levantou a
hipotese de que a resisténcia hipofisaria poderia representar uma entidade genética distinta,
talvez caracterizada por mutagfes no dominio amino terminal do TRb,. Entretanto a
analise de varios casos de resisténcia hipofisaria indicou que as mutacdes encontradas
nestas familias sdo também encontradas em membros com resisténcia generalizada
(Adams et al., 1994), indicando que a mesma mutacdo, em uma mesma familia, pode

resultar em resisténcia generalizada em um membro e resisténcia hipofisaria em outro.
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Os mutantes encontrados na resisténcia generalizada interferem com a fungdo do
TR nativo tanto nos elementos responsivos regulados positivamente ou negativamente
(Safer et al., 1997). Nagaya (1993) observou que mutagGes introduzidas no DBD do alelo
mutante, as quais impediam a sua ligacdo ao DNA, atenuavam a atividade dominante
negativa. Além disto, foi demonstrado que os TR dominantes negativos se interagem com
maior afinidade aos co-repressores, de forma que a ligacdo do hormdnio ndo promoveria a

dissociacéo do co-repressor e impediria a ativagdo da transcrigdo (Safer et al., 1998).

Figura 14. Esquema tridimensional da por¢do LBD do TR&;. As mutac¢des encontradas na
resisténcia generalizada estdo localizadas ao redor da regido onde o horménio é acoplado.
As cadeias laterais dos residuos mutados estdo representadas. Fonte: Ribeiro et al., 1998a.

A mutacdo G345R, encontrada em alguns pacientes com SRTH, altera o residuo de
glicina para arginina. Esta substituicdo modifica a carga da proteina e determina a perda da
afinidade do TR ao T3, mas néo afeta a capacidade do TR de se ligar aos TREs e de formar
heterodimeros com RXR. Os membros das familias afetadas sdo heterozigotos e portanto,
0 G345R atua como dominante negativo suprimindo a ativagdo transcricional do TR
normal sobre 0s genes responsivos ao Ts. Embora esta mutacdo resulte em um defeito
severo no receptor e na sua funcdo, pacientes que possuem esta mutagdo sao relativamente
normais e tem crescimento normal. Esses pacientes apresentavam caracteristicas
bioquimicas de hipertireoidismo e tiveram como principais sintomas clinicos o retardo

mental e 0 aumento da glandula tiredide (Sakurai et al., 1989).

Outra mutacdo foi encontrada no receptor TRb de uma menina japonesa de 6 anos

de idade que apresentava uma resisténcia generalizada. Esta mutacdo altera o residuo de
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fenilalanina para um cddon de parada resultando na delecdo de 11 aminoacidos
carboxiterminal (figura 15). Esta substituicdo determina a perda da afinidade do TR ao Ts,
mas também ndo afeta a capacidade do TR de se ligar aos TREs e de formar heterodimeros
com RXR. A paciente era heterozigota e apresentava um severo retardo mental, distarbio
no desenvolvimento da fala e hiperatividade, demonstrando assim, que esta mutacdo
exerce um forte efeito dominante negativo (Miyoshi et al., 1995). Este receptor mutado
(F451X) ndo possui a hélice 12 (H12) e se liga fortemente ao co-repressor SMRT, estando
impossibilitado de dissociar-se desse e de associar-se com co-ativadores impedindo assim
a ativacdo da transcricédo génica (Matsushita et al., 2000).

F451X

Figura 15. Estrutura cristalografica do LBD do TR nativo mostrando os aminoacidos da
superficie de ligagdo ao N-CoR e o posicionamento da hélice 12. A direita mostra o
mutante F451X em que 11 aminoécidos (451 a 461) foram deletados e dessa forma a
superficie de ligacdo ao co-repressor fica exposta, 0 que no TR nativo era protegida pela
H12. Fonte: Marimuthu et al., 2002.

O mecanismo molecular envolvido na atividade dominante negativa dos mutantes
encontrados na SRHT, como o G345R, ainda ndo esti totalmente esclarecido e varias
teorias tentam explicar esse fendmeno. No entanto, os resultados apresentados ainda sdo
controversos. Uma possibilidade € a de que esse mutante, por ser incapaz de ligar-se ao Ts,
estaria impossibilitado de dissociar-se dos co-repressores, como normalmente ocorre com
0 TR nativo (Nagaya et al., 1993). A constru¢cdo de um duplo mutante que além da
mutacdo G345R, possuia a mutacdo P214R, que reduz a ligagdo com co-repressores,
confirmou esta possibilidade. P214R/G345R reduziu significantemente a dominéncia
negativa observada isoladamente com o G345R (Tagami et al., 1998). Além da
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incapacidade de se desligar do co-repressor, uma especulagdo para explicar a dominancia
negativa € de que o TR mutado poderia se heterodimerizar com o RXR ou formar
homodimeros inativos com o TR nativo. Nesta linha de investigacdo, foi estudado o efeito
de um duplo mutante o G345R/L428R, que mantém a capacidade de formar homodimero
mas ndo de se ligar com RXR sob a forma de heterodimero. Em ensaios de co-transfeccao
foi demonstrado que a adigdo da mutagdo L428R ao G345R aboliu a dominancia negativa
do G345R sugerindo que heterodimerizacdo mas ndao a homodimerizacdo € um pre-
requisito para a atividade dominante negativa do G345R (Nagaya e Jameson, 1993a).
Outro trabalho sugere que o mutante proveniente da SRHT, R316H, que presumivelmente
reduz seletivamente a homodimerizagdo, provoca uma resisténcia ao T; bem menos
acentuada que outros mutantes encontrados na SRTH (Kitajima et al., 1995). Além disso, a
introducdo desta mutacdo no G345R produzindo o duplo mutante (R316H/G345R), reduz a
intensa atividade dominante negativa do G345R ao nivel do que ocorre com o R316H
isoladamente sugerindo que mutagdes que alteram a homodimerizacdo também tendem a
atenuar a atividade dominante negativa de mutantes da SRTH (Ando et al., 1996; Kitajima
etal., 1995; Lin et al., 1997).

Entretanto, as mutacOes citadas anteriormente foram realizadas em residuos que
estéo no interior do TR e por isso podem modificar significantemente a estrutura global do
receptor e vérias de suas fungdes, como a afinidade ao T3 e ligagcbes com proteinas co-
reguladoras. Ademais, € interessante observar que todas as mutacBes encontradas na
sindrome que supostamente interfeririam com a dimerizacdo ndo fazem parte da superficie

de dimerizacdo definida mais recentemente para o TRb; (Ribeiro et al., 2001).

Recentemente, sob uma nova perspectiva decorrente do fato de agora conhecermos
detalhadamente a superficie de dimerizagdo no LBD do TRb; (Ribeiro et al., 2001),
investigamos novamente a importancia da dimerizacdo na dominadncia negativa dos
mutantes presentes na SRHT. Em células U937, a adi¢do da mutacdo L422R, que impede a
formacdo de homo e heterodimeros, ao mutante F451X (L422R/F451X) aboliu a atividade
dominante negativa observada isoladamente com o F451X (Figura 16) (Velasco, 2005). O
mesmo padréo de resposta foi observado para o mutante G345R/L422R. Considerando que
a mutacdo L422R altera somente as propriedades de dimerizagdo do TR, preservando a
estrutura global do receptor e consequentemente outras fungfes como ligacdo ao Ts e

recrutamento de co-reguladores, esses resultados demonstram que um dos mecanismos
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moleculares envolvidos na dominancia negativa envolve a formacdo de dimeros do TRa

mutado com o receptor nativo ou com RXR.
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Figura 16 — Inibigdo da atividade do TR&; nativo pelo F451X em resposta ao T3 em F2,
DR-4 e TREpal. As células U937 foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para 0 gene
repérter F2, DR-4 ou TRE-pal e 0,5 ug do vetor de expressdao do TRa;wt, ou 0,5 ug do
TRA; nativo + 0,5 ug do F451X (1:1), 0,5 ug do TRa;wt + 2,5 ug do F451X (1:5), TRaswt
+ 0,5 ug do L422R/F451X (1:1) ou 0,5 ug do TRa;wt + 2,5 ug do L422R/F451X (1:5) e
tratadas com etanol (veiculo) ou 100 nM de Ts. A atividade do gene repérter foi mediada
ap0s 22h com a lise das células e os nimeros representam a média £ SEM do percentual da
taxa de ativagdo em relacdo ao TRaiwt de 3 a 5 experimentos (* p < 0,001, **p<0,0l e #
p < 0,05 versus TRa;wt). Adaptado de Velasco, 2005.

Entretanto, todos esses experimentos foram realizados com elementos responsivos
regulados positivamente pelo Ts. Porém, como ja foi citado anteriormente, os TRs também
desempenham um papel critico e fundamental na repressdo de genes regulados
negativamente, tais como o AP-1, TRH, TSHa e TSHb. Dessa forma, o impedimento da
regulacdo negativa pelo T3 no eixo hipotalamo-hipofise-tiredide apresenta um papel critico
na fisiopatogenia da SRHT. No entanto, o fendmeno da domindncia negativa em genes
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regulados negativamente foi muito pouco estudado. Os estudos que o fizeram utilizaram
basicamente o promotor do TSH (Chatterjee et al., 1991; Clifton-Bligh et al., 1998; Flynn
et al., 1994; Hayashi et al., 1998; Jameson, 1994; Nagaya and Jameson, 1993b; Nomura et
al., 1996; Safer et al., 1997; Tagami and Jameson, 1998) e em menor proporgédo, o
promotor do TRH (Clifton-Bligh et al., 1998; Flynn et al., 1994; Safer et al., 1997).
Nenhum estudo avaliou a dominancia negativa no sitio AP-1. Considerando a falta de
conhecimento nesta questdo, decidimos investigar a dominancia negativa dos mutantes
F451X e G345R em promotores de genes regulados negativamente por Tz como 0 TRH, o
promotor da colagenase em seu sitio AP-1 e também o TSH. Além disso, estudamos a

importancia da dimerizagéo neste fenGmeno.
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OBJETIVOS
@ OBJETIVO GERAL

Investigar o mecanismo molecular do efeito dominante negativo, efetuado pelos
TRb mutantes encontrados em pacientes com a SRHT, nos genes regulados negativamente

pelo Ts.

@ OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a interferéncia funcional dos mutantes F451X e G345R nos TRS nativos no

complexo AP-1 e no promotor do gene do TSHa e TRH, verificando:

a) se existe o efeito dominante negativo da mesma forma que é observado nos

elementos regulados positivamente;

b) se o efeito dominante negativo é influenciado pela dimerizacdo entre receptores,
por meio do ensaio de co-transfeccdo com o mutante L422R.
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MATERIAIS E METODOS
@ PLASMIDEOS UTILIZADOS

Os plasmideos pPCMV-hTRDb; utilizados para a sintese dos receptores do horménio
tireoideano séo vetores de expressdo que contém o cDNA do TRb; humano. A transcrigdo
do RNA codificado por este cDNA é controlada pelo promotor do citomegalovirus e do
T7, 0 que permite a expressdo desses RNAs em células de mamiferos e pelo promotor da
RNA polimerase do bacteriéfago T7, permitindo a expressdo desses RNAs em um sistema
de transcrigdo e traducdo in vitro, e conseqiientemente, das proteinas por eles codificadas.
Os detalhes da construcdo desses plasmideos foram descritos anteriormente (Umesono et
al.,1991; Feng et al.,1998).

Os vetores que possuem as mutacdes de glicina para arginina no aminoacido 345
(pPCMV-TRb1 G345R), leucina para arginina no aminodcido 422 (pCMV-TRb1 L422R)
bem como os vetores que possuem as duplas mutagdes L422R/F451X e G345R/L422R
foram gerados pela técnica de mutagénese sitio-dirigida (Quick Change Site-Directed
Mutagenesis; Stratagene), descrita posteriormente. O vetor que possui a delecdo dos 10
ultimos amino&cidos do TR&; em que a fenilalanina foi trocada por um cédon de parada no
aminoécido 451, (pPCMV-TRb1 F451X), foi gentilmente doada pelo Dr. Jonh Baxter do

Metabolic Research Unit, University of California, San Francisco.

Os genes repodrteres F2 e AP-1 foram construidos a partir do vetor pUC19 (New
England Biolabs, Beverly, EUA) contendo cada plasmideo duas cdpias do elemento
responsivo positivo F2 ou negativo, contendo o sitio AP-1 (A Coll T3) (Lopes et al., 1993)
ou a regido promotora do TSHa. Esses TREs situam-se a frente de um promotor minimo
contendo a sequéncia de -32/+45 do promotor da timidina cinase do virus do herpes
simplex (TK). O promotor minimo contém as sequéncias responsaveis para ligacdo da
maquinaria basal de transcricdo e RNA polimerase 11 e ndo possui sequéncias conhecidas
para outros fatores de transcrigdo, as quais poderiam interferir na transcrigdo induzida pelo
TR&;. Esse promotor estd associado a seqiiéncias que codificam a enzima luciferase
(LUC). Todos esses plasmideos foram doados pelo Dr. Jonh Baxter do Metabolic Research
Unit, University of Califérnia, San Francisco.
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O plasmideo TRH-luc usado contém as regifes regulatrias que sdo necessarias e
suficientes para observar a regulacdo transcricional dependente de Ts. Foi construido a
partir do vetor pNASSb (Clontech) (Balkan et al., 1998) e contém um fragmento 5 do
gene TRH de rato que se estende do -547 a +84 bp clonado upstream da regido que
codifica a enzima luciferase (Guissouma et al., 2002). Este plasmideo foi doado

gentilmente pela Dra. Béarbara Demeneix do Laboratoire de Physiologie Générale, France.

@ TRANSFORMACAO

A transformacdo é um processo utilizado para introduzir um plasmideo em uma
celula procaridtica. Foram utilizadas cepas de bactérias E.coli DH54& para replicagdo dos
plasmideos.

Em um tubo de microcentrifuga, 100-1000 ng do plasmideo a ser transformado
foram incubados com 50uL de E.coli DH5a durante 30 minutos no gelo. Apds este periodo
as células foram submetidas a um choque térmico por 2 minutos em um banho-maria a
42°C. Esse procedimento provoca abertura dos poros da parede celular da bactéria e
permite, assim, a entrada do plasmideo na célula. Em seguida, adicionou-se 500 pL de
meio de cultura LB (5g de yeast extract, 10g de triptone e 10g de NaCl em 1L de &gua
destilada) sem antibidtico e incubou-se por 1 hora a 37°C no BOD (Biologic Oxygen
Demand). Esse periodo é necessario para que ocorra a expressdo da a-lactamase e
consequentemente, para o desenvolvimento de resisténcia ao antibiético. Posteriormente,
50pL da transformacdo foram plaqueados em uma placa de petri contendo meio de cultura
LB com 1,5% de agar e 0,1 mg/mL de ampicilina. A placa foi incubada por 16 horas a
37°C no BOD. Por este procedimento, somente as células que expressaram 0 gene de
resisténcia a ampicilina foram transformadas e, consequentemente, puderam crescer na

placa.

@ PURIFICACAO DE PLASMIDEOS

Apos a transformacdo das bactérias, uma coldnia resistente foi selecionada e
colocada para crescer em 5 mL de meio LB, contendo 5 puL de ampicilina (100mg/mL) por
4-6 horas a 37°C em um Shaker. Em seguida, estas bactérias foram inoculadas em 500 mL
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do mesmo meio de cultura e colocadas para crescer por 16 horas a 37°C sob agitagédo no
Shaker .

Ao término do periodo de crescimento da cultura, as bactérias foram separadas por
centrifugacdo e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi mantido para a extragéo e
purificacdo dos plasmideos de acordo com o protocolo do Quiagen Plasmid Maxi Kit. A
purificacdo dos plasmideos por esse kit se baseia na afinidade do DNA por uma coluna de
troca anibnica, onde sua carga negativa se interage com a carga positiva da resina da

coluna.

@ MUTACAO SITIO-DIRIGIDA

Os mutantes G345R, L422R, L422R/F451X e G345R/L422R foram gerados pela
técnica de mutagénese sitio dirigida (Quick Change Site-Directed Mutagenesis;
Stratagene) por PCR, empregando-se oligonucleotideos sintéticos (primers) como
iniciadores, contendo a sequéncia dos nucleotideos mutados. Os duplo mutantes
L422R/FA51X e G345R/L422R foram construidos adicionando primers contendo a
seqliéncia dos nucleotideos mutados L422R aos mutantes pPCMV-TRb1 F451X ou pCMV-

TRb1 G345R, respectivamente. As sequéncias dos primers utilizados foram:
L422R;: 5 GGC CAAAACTCCGGATGAAGGTGAC 3

L422R;,: 5 GTC ACCTTC ATCCGG AGT TTTGGC C 3

G345R;: 5" GCT GAA AAA TGG GCG TCT TGG GGT GG 3’

G345R;: 5 CCACCC CAAGACGCCCATTTTTCAGC

Por esse método, o vetor de expressdo do TR&1 nativo (pCMV-hTR&l) foi
amplificado utilizando-se a enzima pfu DNA polimerase de alta fidelidade gerando
plasmideos mutantes. Para separarmos 0s plasmideos nativos dos mutantes foi utilizada a
enzima Dpn 1, a qual digere todo o DNA metilado. O DNA original (molde) se encontra
metilado, pois é proveniente de uma purificacdo plasmidial feita a partir de E.coli, que,
naturalmente, metila seu DNA. Entdo, os plasmideos mutantes que ndo sdo degradados por
Dpn 1, provenientes do PCR, foram transformados e purificados, como j& foi descrito
anteriormente. A seqiiéncia mutada foi confirmada pelo sequenciamento de DNA.
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@ CULTURA DE CELULAS

Os procedimentos de cultura de células foram realizados de acordo com métodos
descritos anteriormente (Chiellini e cols.,1998). Foram utilizadas células derivadas de
promondcitos humanos (U937) obtidas do Centro de Cultura de Células da Universidade
da Califérnia, San Francisco (UCSF - University of California San Francisco). Estas
celulas foram cultivadas em meio RPMI 1640, contendo 10% de soro de recém-nato
bovino com 2mM de glutamina, 50puL/mL de penicilina e 50ug/mL de estreptomicina e
mantidos em uma incubadora a 37°C com 5% de CO..

@ METODO DE TRANSFECCAO E
ENSAIO DA ATIVIDADE DA ENZIMA LUCIFERASE

O método de electroporacdo foi utilizado para a transfeccdo das células mantidas
em cultura. As células U937 foram coletadas por centrifugacédo e ressuspendidas em 0,5mL
de solugdo PBS (Phosphate Buffered Saline) contendo 0.1% dextrose. Em seguida, estas
células foram misturadas a 4,0 pug do plasmideo repérter e de 1,0ug a 11,0 pg do vetor de
expressdo dos TRs e transferidas para uma cuveta, em que foram eletroporadas utilizando
um gerador de pulso Bio-Rad com voltagem de 0,3 volts e 960uF. As células eletroporadas
foram transferidas para recipientes contendo 6,0mL de RPMI com 10% de soro fetal
bovino. Neste meio, as células foram ressuspendidas, colocadas em triplicata em placas de
12 pocos (1,0mL/pogo) e incubadas por 24 horas a 37°C com etanol (controle) ou 1000nM
de Ts.

Para 0 ensaio da enzima LUC, as células foram transferidas para tubos de
eppendorf de 1,5mL e centrifugadas por 1 minuto a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
aspirado e descartado, enquanto que o precipitado celular foi lisado e solubilizado pela
adicdo de 150nL de 0,25Mtris — HCI, pH 7,6 contendo 0,5% de triton X 100 a 0.1%. As
celulas foram incubadas por 30 minutos a -80°C, para uma lise mais eficiente, e depois que
foram descongeladas a temperatura ambiente, transferiu-se 20uL de cada amostra para uma
placa de leitura de 96 pocos. Esta placa foi submetida ao Contador Beta (Luminesce
Counter — MicroBeta JET, Perkin Elmer), que misturou automaticamente o lisado celular
com 20uL do substrato para enzima luciferase (Luciferase Assay System — Promega) e
quantificou a medida da atividade da enzima LUC.
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@ CURVAS DOSE-RESPOSTA

As transfecgOes para construgdo das curvas dose-resposta para o TR&1 nativo,
F451X e G345R em F2, AP-1 e TRH foram realizadas de acordo com o protocolo descrito
no item Método de Transfeccdo e Ensaio da Atividade da Enzima Luciferase. Porém, além
do etanol utilizado como veiculo, as células também foram incubadas com concentragdes
crescentes de Tsque variaram de 10%°M a 10°M. A partir da leitura da luciferase obtida foi
calculada a taxa de ativacdo, em F2, ou repressdo, em AP-1 e TRH. Com esse valor se

construiu as curvas.

@ CALCULO DA TAXA DE ATIVACAO E REPRESSAO

8 Taxa de Ativacao:

Para calcular a taxa de ativagdo nos experimentos de transfeccdo e ensaio com gene
reporter, utilizamos os valores da leitura da luciferase dos experimentos tratados com T3 e

dividimos pelo valor da leitura dos experimentos tratados com etanol (controle).

Taxa de ativacdo = Leitura da luciferase ¢/ T3
Leitura da luciferase s/ T3

Esses céalculos foram realizados nas transfec¢des com o elemento responsivo

positivo, F2, bem como nas curvas dose-resposta também em F2.

Para calcular o percentual da Taxa de Ativagdo (% Taxa de Ativagdo) assumimos
que a taxa de ativagdo do TR4; nativo era 100% e a partir dessa correlagdo calculamos a
percentagem para as outras taxas de ativacéo.

8 Taxa de Repressao:

Para calcular a taxa de repressdo nos experimentos realizados com os elementos
responsivos negativos AP-1, TRH e TSH, calculamos a percentagem dos valores da leitura
com Tz assumindo que o valor da leitura com etanol (controle) é 100% e entdo, subtraimos

de 100 o valor encontrado.
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Taxa de represséo = 100 - (Leitura da luciferase ¢/ T3 x 100)
Leitura da luciferase s/ T3

Esses calculos também foram realizados nas curvas dose-resposta em AP-1 e TRH,

porém ndo subtraimos de 100 e denominamos de % ativacéo.

% ativagdo = (Leitura da luciferase ¢/ T3 x 100)
Leitura da luciferase s/ T3

Para calcular o percentual da Taxa de Repressd@o (Repressdo (% TR nativo))
assumimos que a taxa de repressdao do TR&; nativo era 100% e a partir dessa correlagdo

calculamos a percentagem para as outras taxas de repressao.

Nos elementos responsivos negativos também calculamos o percentual da leitura da
luciferase (% Leitura da Luciferase), em que consideramos os valores da leitura da
luciferase do TRal nativo s/ T3 como sendo 100% e a partir dessa correlagdo calculamos a

percentagem para outras leituras.

@ ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados apresentados nesse trabalho representam a média e o erro
padrdo da média de pelo menos 3 experimentos. Toda a analise estatistica assim como 0s
gréaficos apresentados foram realizados através do programa PRISM. Para compararmos 0s
valores obtidos da co-transfeccdo do TR nativo com 0s mutantes com o TR nativo sozinho
utilizamos o teste de analise de variancia One-Way seguido do teste de comparacao
Newman-Keuls. As curvas dose-resposta e o calculo do EC50 também foram calculados
pelo programa PRISM utilizando a ferramenta regressédo ndo linear e construgdo da curva
dose-resposta sigmoidal. Um resultado foi considerado ser estatisticamente significante
quando o valor de p foi < 0,05.
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RESULTADOS

Inicialmente, com o objetivo de se confirmar a eficiéncia dos mutantes F451X e
G345R de exercer seu efeito dominante negativo, ou seja de reprimir a agdo do TRé&;
nativo em promotores regulados positivamente pelo Ts, realizamos ensaios de co-
transfeccdo transitoria com plasmideos de expressdo para TRa; nativo ou para 0os mutantes,
juntamente com um plasmideo repdrter contendo um promotor regulado positivamente
(F2) ligado a seqliéncias que codificam a enzima luciferase (LUC) em células
promonociticas humanas (U937) cultivadas na auséncia ou presenca de Ts.

Efeito Dominante Negativo do F451X e G345R
no Elemento Responsivo Positivo F2

Na figura 17 (Tabelas 01 e 02 em anexo) observa-se o percentual da taxa de ativagéo
da transcricdo mediada pela co-transfeccdo do TRa; nativo com os mutantes F451X e
G345R, nas proporc¢oes de 1:1 e 1:5, respectivamente, em relagdo ao TR&; nativo sozinho
no elemento responsivo positivo F2. Como podemos observar, quando comparada ao TR&;
nativo, a co-transfecgdo do F451X na razdo 1:1 reduziu significativamente a atividade do
TR&; nativo para valores de 34,02 = 4,07%, em relagdo ao TRa; nativo. Na mesma
proporc¢do, a co-transfeccdo do G345R com TR4&; nativo também reduziu, porém de forma
menos acentuada, a atividade do TR&; nativo para valores de 67,44 £+ 6,83%. Quando
utilizamos a proporcdo de 1:5 dos mutantes em relagdo ao TR4&; nativo, proporcao esta
comumente utilizada pela literatura (Nagaya et al., 1993), observamos que a co-transfec¢ao
de F451X e G345R reduziu de forma marcante a acdo do TR&; nativo para valores
significantemente inferiores, 18,44 + 2,87% e 24,30 + 3,66%, respectivamente.

Esses resultados confirmam o efeito dominante negativo do G345R e principalmente
do F451X sobre o TR&; nativo na razéo de 1:1 e 1:5 em F2.
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Figura 17 — Inibicdo da atividade do TR&;wt pelo F451X e G345R em resposta ao T; em
F2. As células U937 foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repOrter F2-
2TKLUC e 1,0ug do vetor de expressdo do TR&; nativo, F451X, G345R ou 1,0 ug do
TR&; nativo + 1,0 ug do F451X (1:1), 1,0 ug do TRa; nativo + 1,0 ug do G345R (1:1), 1,0
ug do TR4; nativo + 5,0 ug do F451X (1:5) ou 1,0 ug do TR&; nativo + 5,0 ug do G345R
(1:5) e tratadas com etanol (veiculo) ou 100 nM de Ts;. A atividade do gene repérter foi
mediada ap06s 22h com a lise das células e os nimeros representam a média do percentual
da taxa de ativacdo em relagédo ao TR&; nativo (n = 4; * p < 0,001 versus TR&; nativo
1,0ug).

Efeito Dominante Negativo do F451X e do G345R nos
Elementos Responsivos Negativos

O achado de que o G345R e principalmente o F451X reprime a agdo do TR&;
nativo nos elementos responsivos positivos nos levou a testar se este efeito dominante
negativo persiste nos genes regulados negativamente pelo T3, Portanto, foram realizados
experimentos de transfecgdo transitoria nos promotores do TSHa, TRH e AP-1 nas

proporcoes de 1:1 e 1:5 dos mutantes em relagcdo ao TRé&; nativo.

59
PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Como podemos observar na figura 18a (tabela 03), na auséncia de T3, considerando
100% a atividade de 1,0 ng do TR&; nativo, a co-tranfecgdo de concentragdes crescentes de
TR&; nativo aumentou significativamente a atividade transcrional do promotor TSH-LUC.
Assim, com 6,0 ng de TR4&; nativo a atividade subiu para 207,35 £ 19,73 %. De forma
semelhante a0 TR&; nativo na auséncia de Ts, a co-tranfeccdo de F451X aumentou
significativamente a atividade transcricional do promotor do TSH ligado a luciferase. Por
outro lado, quando comparamos a atividade repressora do TR4a; nativo com F451X (figura
18b) observamos que o mutante da SRHT ndo conseguiu reprimir a transcrigdo. Assim, na
presenca de T3, enquanto 1,0 ng de TR4&; nativo reprimiu em 30,82 + 2,92 % a atividade
transcricional do TSH-LUC, a repressdéo mediada por F451X foi de somente 10,07 £
1,50%. Além disso, podemos observar que o F451X apresentou atividade dominante
negativa sobre o TR&; nativo em sua capacidade de reprimir a transcricdo do TSH. Como
podemos notar, quando co-transfectamos o mutante F451X na razdo de 1:5 (1,0ug
TRAalnativo + 5,0ug F451X) observamos uma dréstica reducdo da repressdo do TR&;
nativo para 11,67 + 3,23%. Na proporcdo de 1:1 esta diminuigdo foi menor (27,02 + 2,13
%), apesar de ter sido estatisticamente significante.
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Figura 18a — Resposta ao T3 mediada pela adicdo do vetor de expressdo do TRa;wt ou do
mutante F451X ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0ug F451X) ou 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts;. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média do percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenga de T3 em relacdo ao

TR&1wt na auséncia de T3 (n =5, # p< 0,05).
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Figura 18b — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expresséo do TRaiwt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporcdo de 1:1 (1,0ug TRa;wt + 1,0ug F451X) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene repOrter TSH e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam a media da
taxa de repressdo de cada receptor (n=5; * p < 0,001 e ** p <0,01).

Quando analisamos o mutante G345R (tabela 04), na auséncia de T3, observamos
que sua co-transfeccdo ndo aumentou a atividade transcricional do promotor do TSH-LUC,
pelo contrério até diminuiu para valores de 55,28 + 5,7% em relacdo ao TR&; nativo
(figura 19a). De forma semelhante ao F451X, G345R também ndo reprimiu eficientemente
a transcricdo na presenca do Ts, apresentando uma taxa de repressdo de apenas 12,00 +
2,97%, enguanto que a taxa de repressdo do TR&; nativo foi de 40,07 + 3,25% (figura
19b). A co-tranfeccdo de G345R diminuiu ligeiramente a atividade transcricional do
promotor do TSH ligado a luciferase, mas ndo foi estatisticamente significante . Porém, ao
analisarmos a repressdo mediada por T3 em 1,0 ug de TRa; nativo (40,07 £ 3,25%)
observamos que a co-transfeccdo de G345R na concentracdo de 1:1 e 1:5, reduziu a
repressé@o mediada por TR&; nativo para 33,26 + 2,38% e 17,10 £ 3,176% respectivamente.
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Portanto, assim como o F451X, podemos observar que o mutante G345R também exerceu

o efeito dominante negativo expressivo na repressao do promotor do TSH-LUC.
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Figura 19a — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressédo do TR&;wt , ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRaiwt + 1,0 ug G345R) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts;. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média do percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenga de T3 em relacdo ao

TR&;wt na auséncia de T3 (n = 6 - 8; *p<0,01).
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Figura 19b — Resposta ao T3 mediada pela adi¢cdo do vetor de expressdo do TRé&;, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRaiwt + 1,0 ug G345R) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts;. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média da taxa de repressdo de cada receptor (n=6 - 8; * p < 0,001 e ** p < 0,001).

TRH

Em seguida, resolvemos examinar os efeitos dos mutantes F451X e G345R sobre a
atividade transcrional do promotor TRH-LUC conduzindo a expressdo do gene da
luciferase. Como podemos observar na figura 20a, de forma semelhante ao promotor de
TSH-LUC, na auséncia de Ts, a co-transfeccdo de TR&; nativo aumentou a atividade
transcricional do TRH de maneira dose dependente. Consequentemente, 12,0 ng de TR&;
nativo aumentou a taxa de transcricdo em 279,28 + 57,09%. De forma similar ao TR&;
nativo, 2,0 ng do mutante F451X também ativou a transcricdo do TRH na auséncia do
horménio com o valor de 100,38 + 11,38% em relacdo ao TRa; nativo (tabela 05). Por
outro lado, ao contrério do TR&; nativo, F451X ndo reprimiu eficientemente a transcrigéo,
na presenca de T3, pois sua taxa de repressdo foi apenas de 16,11 + 3,55%, um valor
significantemente menor que a repressdo do TR&; nativo que foi de 48,10 + 4,87% (figura
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20b). Ao analisarmos o efeito dominante negativo do F451X sobre o TR&; nativo na
repressdo mediada por T3, para nossa surpresa, ao contrario do descrito anteriormente com
TSH, a co-transfecdo do F451X, seja na proporcdo de 1:1 ou 1:5 ndo diminuiu a atividade
repressora do TR nativo (48,10 % 4,87% versus 52,94 + 3,73% na proporgéo de 1:1 e 56,37
+ 4,32% na proporcdo de 1:5).
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Figura 20a — Resposta ao Ts mediada pela adicdo do vetor de expressdo do TRaiwt, ou do

mutante F451X ou de ambos na proporgéo de 1:1 (2,0 ug TRa;wt + 2,0 ug F451X) ou 1:5
(2,0 ug TR&;wt + 10,0 ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TRH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média do percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenga de T3 em relacdo ao
TR&;wt na ausénciade T3 (n=9, * p <0,001).
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Figura 20b — Resposta ao T; mediada pela adi¢do do vetor de expressédo do TRa;wt, ou
do mutante F451X ou de ambos na proporcao de 1:1 (2,0 ug TRa;wt + 2,0 ug F451X) ou
1:5 (2,0 ug TRa;wt + 10,0 ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do
vetor para o gene reporter TRH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade
do gene repérter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média da taxa de repressdo de cada receptor (n=9; * p <0,01).

* p< 0.001

O mutante G345R, ao contrario do F451X, apresentou uma taxa de ativagdo um
pouco menor que o TRA; nativo (figura 21a), mas também ndo reprimiu eficientemente a
transcricdo na presenca do T3 (com média do percentual de repressdo de 13,64 + 5,51%
versus 46,19 + 5,69% do TRa; nativo (2,0ug)) (figura 21b e tabela 06). A co-tranfeccdo de
G345R diminuiu a atividade transcricional do promotor do TRH ligado a luciferase,
porém, ao analisarmos o efeito dominante negativo do G345R sobre o TR4&; nativo na
represséo mediada por T3, observamos gue, assim como o ocorrido com o F451X, a co-
transfecdo do G345R, tanto na proporgéo de 1:1 ou 1:5 ndo diminuiu a atividade repressora
do TR nativo (46,19 + 5,69% versus 44,65 * 6,44% na proporcdo de 1:1 e 49,71 + 7,49%
na proporcao de 1:5).

Portanto, diferentemente do que foi observado com TSH, os mutantes F451X e

G345R néo apresentaram a dominancia negativa sobre o promotor do TRH.
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Figura 21a — Resposta ao Ts mediada pela adicdo do vetor de expressdo do TRaiwt, ou do

mutante G345R ou de ambos na proporcéo de 1:1 (2,0 ug TRaiwt + 2,0 ug G345R) ou 1:5
(2,0 ug TR&;wt + 10,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TRH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média do percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenga de T3 em relacdo ao
TR&;wt na ausénciade T3 (n=4 -7, *p<0,001).
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Figura 21b — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcao de 1:1 (2,0 ug TRaiwt + 2,0 ug G345R) ou 1:5
(2,0 ug TR&;wt + 10,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter TRH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a
média da taxa de repressao de cada receptor (n=7; ** p < 0,01).

AP-1

Decidimos também investigar os efeitos dos mutantes F451X e G345R no promotor
da colagenase, mais especificamente, no elemento AP-1, que sabidamente o TR reprime a
transcricdo sem se ligar diretamente ao DNA. Na figura 22a podemos observar que na
auséncia de T3, a co-transfeccdo de TR&; nativo aumentou a atividade transcricional do
AP-1 de maneira dose dependente, assim como o ocorrido em TSH-LUC e TRH-LUC.
Dessa forma, 6,0 ng de TR nativo aumentou a taxa de transcricdo em 238,54 + 36,71%. De
forma similar ao TR&; nativo, 1,0ng do mutante F451X também ativou a transcri¢cdo do
AP-1 na auséncia do hormdnio com o valor de 115,31 + 12,35% em relacdo ao TRa; nativo
(tabela 07). Por outro lado, ao contrario do TR&; nativo, F451X ndo reprimiu
eficientemente a transcricdo, na presenca de T3, pois sua taxa de repressao foi apenas de
4,90 + 2,03%, um valor significantemente menor que a repressdo do TRa; nativo que foi de
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49,53 * 4,06% (figura 22b). Ao analisarmos o efeito dominante negativo do F451X sobre 0
TR&; nativo na repressdo mediada por T3 da mesma maneira como foi descrito
anteriormente com TRH, a co-transfecdo do F451X, seja na proporc¢do de 1:1 ou 1:5 ndo
diminuiu a atividade repressora do TR&; nativo (49,53 + 4,06% versus 49,00 * 4,45% na

proporcdo de 1:1 e 41,18 + 3,57% na proporcao de 1:5).
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Figura 22a — Resposta ao T3 mediada pela adigcéo do vetor de expressédo do TRa;wt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporgéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug F451X) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam a média do
percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenca de T; em relagdo ao TRa;wt
(1,0ug) na ausénciade T3 (n=4;**p<0,01e#p<0,05).
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Figura 22b — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressédo do TRa;wt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporgéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug F451X) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug F451X). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam a media da
taxa de repressédo de cada receptor (n = 4; * p < 0,001).

O mutante G345R, ao contrério do F451X, apresentou uma taxa de ativagdo menor
que o TR4; nativo (figura 23a), mas também ndo reprimiu eficientemente a transcri¢cdo na
presenca do T3 (com média do percentual de repressdo de 10,66 + 2,11% versus 42,82 +
1,65% do TRAl nativo (1,0ug)) (figura 23b e tabela 08). A co-tranfeccdo de G345R
também diminuiu a atividade transcricional do AP-1 ligado a luciferase, porém, ao
analisarmos o efeito dominante negativo do G345R sobre o TR4&; nativo na repressao
mediada por T3, observamos que, assim como o ocorrido com o F451X, a co-transfecdo do
G345R, tanto na proporcdo de 1:1 ou 1:5 ndo diminuiu a atividade repressora do TR&;
nativo (42,82 = 1,65% versus 43,31 = 0,65% na proporcgdo de 1:1 e 40,96 + 2,96% na
proporcado de 1:5).

Portanto, semelhante ao que foi observado com TRH, os mutantes F451X e G345R

ndo apresentaram a dominancia negativa sobre o AP-1.
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Figura 23a — Resposta ao T3 mediada pela adigcéo do vetor de expressédo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcao de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug G345R) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam a média do
percentual da leitura da luciferase na auséncia ou presenca de T; em relagdo ao TRa;wt
(1,0 ug) na ausénciade T3 (n=6; * p<0,001, ** p<0,01).
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Figura 23b — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRaiwt + 1,0 ug G345R) ou 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug G345R). As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor
para 0 gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam a media da
taxa de repressédo de cada receptor (n = 6; * p < 0,001).

Curvas dose-resposta do F451X e G345R

Considerando que a co-transfeccdo desses mutantes juntamente com o TRa; nativo ndo
exerceram o efeito dominante negativo, ou seja, ndo modificaram a taxa de repressdo
transcricional mediada pelo T3 sobre o TR&; nativo em TRH e AP-1 e que nesses estudos
utilizamos doses elevadas de Ts (10°M), decidimos analisar se em doses menores seria
possivel observarmos algum tipo de efeito similar a dominancia negativa. Para isto,
decidimos investigar o comportamento desses mutantes sozinhos e co-transfectados com o
TRA4; nativo e tratados com doses crescentes de T3 (10"°M a 10°M) tanto no elemento

responsivo positivo F2, quanto nos negativos, AP-1 e TRH.

A figura 24 (tabela 09) mostra a curva dose-resposta do mutante F451X em F2.
Quando comparamos os valores das taxas de ativagdo para cada dose de T3 tanto do F451X

sozinho, como da co-transfeccdo com o TR&; nativo, observamos que houve uma diferenca
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estatistica nas concentracdes de 10'M e 10°M em relagdo a0 TR4; nativo (p < 0,001). A
analise da resposta maxima (eficacia) mostrou que a média da taxa de ativacéo obtida pelo
TR&; nativo sozinho foi de 9,643 + 1,521 enquanto que pela co-transfec¢cdo do mutante
com o TRa; nativo foi de 2,317+ 0,150 e do mutante sozinho foi de 1,330 + 0,035. Quando
avaliamos 0 I1Csp observamos que os valores obtidos pelo TRa; nativo (3,2240.10°M)
também foi diferente do F451X (1,4020.10°M) e do TRA4; nativo + F451X (1,3750.10°M).
Dessa forma, confirmamos que o mutante F451X exerce um efeito dominante negativo
evidente sobre o TR4&; nativo em F2 na concentragdo de 1:1, como ja foi descrito

anteriormente, mesmo variando a concentragdo de Ts
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Figura 24 — Curva dose-resposta ao T3 mediada pela adi¢cdo de 2ug do vetor de expressao
do TRawt, F451X ou TRawt + F451X (1,0 ug + 1,0 ug). As células foram co-
transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repdrter F2-2TKLUC e tratadas com etanol
ou concentracdes crescentes de T3 (10°°M, 10°M, 10°M, 10"M e 10°M). A atividade do
gene repdrter foi medida ap6s 22h com a lise das células e 0s nimeros representam a taxa
de ativacdo em relacdo a auséncia de T3. O célculo e a estatistica do ICsp € da resposta
maxima foram feitos no programa Prism e os valores obtidos foram 1Cso TR&; nativo:
3,2240.10°M, 1Csp F451X: 1,4020.10°M e ICso TRA;wt + F451X: 1,3750.10°°. Resposta
maxima TRa;wt: 9,643 + 1,521, F451X: 1,330 + 0,035 e TRa;wt + F451X: 2,317+ 0,150.
A medida de dispersdo adotada foi o erro padrdo da média (SEM). (n = 3, * p < 0,001 vs
TR&;wt nas respectivas concentracoes de Ts).

Em seguida, investigamos o comportamento dos mutantes F451X e G345R, sob a

variagcdo da dose de T3, em TRH-LUC. A figura 25 (tabela 10) mostra a curva dose-
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resposta do mutante F451X. Diferente do que foi mostrado em F2, a analise da resposta
méaxima (eficacia) em TRH-LUC mostrou que a média do percentual de repressdo obtido
pelo TR4&; nativo co-transfectado com o mutante F451X (47,05 * 5,28%) foi ligeiramente
maior ao obtido pelo TR&; nativo sozinho (41,55 + 5,42%), mas ndo estatisticamente
diferente. Além disso, a comparacdo dos valores do TR&; nativo com TR&; nativo +
F451X, observados para cada dose de T3, ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica.
Porém o mutante sozinho obteve uma resposta maxima de 20,86 + 4,69% de repressdo e
apresentou diferenca estatistica na concentracdo de 10'M em relagdo ao TRA&; nativo.
Quando avaliamos o 1Csy observamos que o valor obtido pelo TR4; nativo (4,6870.10° M)
foi semelhante ao observado pela co-transfeccdo TRA1 nativo + F451X (5,8890.10° M),
enquanto que o 1Csodo F451X sozinho foi 1,4360.10°M.
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Figura 25 — Curva dose-resposta ao T3 mediada pela adicdo de 2,0 ug do vetor de
expressdo do TRa;wt, F451X ou TRawt + F451X (1,0 ug + 1,0 ug). As células foram co-
transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter TRH e tratadas com etanol ou
concentragBes crescentes de T (107°°M, 10°M, 10°M, 10"M e 10°M). A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam o
percentual de ativacdo em relacdo ao respectivo receptor na auséncia de Ts. O célculo e a
estatistica do ICso e da resposta maxima foram feitos no programa Prism e os valores
obtidos foram 1Csy TR&;wy: 4,6870.10° M, ICso F451X: 1,4360.10° M e ICso TRA;Wt +
F451X: 5,8890.10° M. Resposta maxima TRa;wt: 41,55 + 5,420%, F451X: 20,86 + 4,69%
e TRa;wt + F451X: 47,05 £ 5,28%. A medida de dispersdo adotada foi o erro padréo da
média (SEM). (n = 3, * p < 0,05 vs TR&;wt na respectiva concentracao de Ts).
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A figura 26 (tabela 11) mostra a curva dose-resposta do mutante G345R em TRH-
LUC. E como observado em F451X, a analise da resposta maxima (eficacia) mostrou que a
média do percentual de repressdo obtido pelo TRa; nativo sozinho (53,83 + 5,13%) foi
semelhante ao obtido pela co-transfec¢do do mutante com o TRa; nativo (50,07 £ 0,53%).
Além disso, a comparacdo dos valores do TR&; nativo com TR&; nativo + G345R,
observados para cada dose de T3, ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica. O mutante
sozinho obteve uma resposta maxima de 23,10 + 1,801% de repressdo e apresentou
diferenca estatistica nas concentracdes de 10®M a 10°M em relacdo ao TRA&; nativo.
Quando avaliamos o 1Csy observamos que o valor obtido pelo TR4; nativo (3,4230.10° M)
foi semelhante ao observado pela co-transfeccdo TR4; nativo + G345R (2,1380.10° M),
enquanto que o 1Cso do G345R sozinho foi significativamente maior (1,2560.107 M).
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Figura 26 — Curva dose-resposta ao T3 mediada pela adicdo de 2,0 ug do vetor de
expressdo do TRa;wt, G345R ou TRa;wt + G345R (1,0 ug + 1,0 ug). As células foram co-
transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repéorter TRH-LUC e tratadas com etanol ou
concentragBes crescentes de Tz (10°°M, 10°M, 10°M, 10"M e 10°M). A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam o
percentual de ativacdo em relacdo ao respectivo receptor na auséncia de Ts. O célculo e a
estatistica do ICso e da resposta maxima foram feitos no programa Prism e os valores
obtidos foram 1Cso TRA;wt: 3,4230.10° M, ICsp G345R: 1,2560.10" M e ICsp TRA;wt +
G345R: 2,1380.10° M. Resposta maxima TRa;wt: 53,83 + 5,13%, G345R: 23,10 + 1,80%
e TRa;wt + G345R: 50,07 + 0,53%. A medida de dispersdo adotada foi o erro padréo da
média (SEM). (n =3, * p < 0,001 vs TRa;wt nas respectivas concentracoes de Ts).
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Logo ap0s, examinamos 0 comportamento dos mutantes F451X e G345R, sob a
variagdo da concentragéo de Tz, em AP-1. A figura 27 mostra a curva dose-resposta do
F451X (tabela 12) e como observado em TRH-LUC, a analise da resposta maxima
(eficacia) mostrou que a média do percentual de repressao obtido pelo TR&; nativo sozinho
(49,80 * 5,85%) foi muito semelhante ao obtido pela co-transfeccdo do mutante com o
TR4; nativo (45,70 = 1,70%). Além disso, a comparacdo dos valores do TR&; com TR&;
nativo + F451X, observados para cada dose de T3, ndo apresentou nenhuma diferencga
estatistica. Porém o mutante sozinho obteve uma resposta maxima de apenas 14,77 +
5,40% de repressdo e apresentou diferenca estatistica nas concentracées de 10"M e 10°M
em relagcdo ao TR4&; nativo. Quando avaliamos o 1Csy observamos que o valor obtido pelo
TRA4; nativo (1,4110.10°M) foi semelhante ao observado pela co-transfeccdo TRA; nativo
+ F451X (1,0350.10®M), enquanto que o ICsodo F451X sozinho foi 3,7080.10° M.
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Figura 27 — Curva dose-resposta ao T3 mediada pela adicdo de 2,0 ug do vetor de
expressdo do TRa;wt, F451X ou TRawt + F451X (1,0 ug + 1,0 ug). As células foram co-
transfectadas com 4,0 ug do vetor para 0 gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou
concentragBes crescentes de Tz (10°°M, 10°M, 10°M, 10"M e 10°M). A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam o
percentual de ativacdo em relacdo ao respectivo receptor na auséncia de Ts. O célculo e a
estatistica do ICso e da resposta maxima foram feitos no programa Prism e os valores
obtidos foram 1Cso TRA;wt: 1,4110.10° M, 1Csp F451X: 3,7080.10° M e I1Cso TRA;Wt +
F451X: 1,0350.10% M. Resposta maxima TRa;wt: 49,80 + 5,850%, F451X: 14,77 +
5,406% e TRa;wt + F451X: 45,70 = 1,701%. A medida de dispersdo adotada foi o erro
padrdo da média (SEM). (n = 3, * p < 0,001 e ** p < 0,01 vs TR&;wt na respectiva
concentracéo de Ts).
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Quando analisamos 0 G345R em AP-1 (fig. 28, tabela 13) novamente observamos que
a analise da resposta maxima (eficacia) mostrou que a média do percentual de repressao
obtido pelo TRa; nativo sozinho (55,0 £ 2,90%) foi semelhante ao obtido pela co-
transfeccdo do mutante com o TR&; nativo (50,23 + 5,09%). Além disso, a comparacdo dos
valores do TR&; nativo com TR&; nativo + G345R, observados para cada dose de Ts,
também ndo apresentou nenhuma diferenca estatistica. Porém o mutante sozinho obteve
uma resposta maxima de apenas 13,97 + 2,86% de repressdo e apresentou diferenga
estatistica nas concentracdes de 10°M, 10'M e 10°M em relacéo ao TR4; nativo. Quando
avaliamos o 1Csy observamos que o valor obtido pelo TR4; nativo (6,6860.10° M) foi
muito semelhante ao observado pela co-transfeccdo TR4; nativo + G345R (6,4500.10° M),
enquanto que o 1Cso do G345R sozinho foi significativamente diferente (8,9440.10™° M).
Portanto, os mutantes F451X e G345R ndo apresentaram o efeito dominante negativo
sobre o TR&; nativo em TRH-LUC nem em AP-1, mesmo em baixas concentragoes de Ts.
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Figura 28 — Curva dose-resposta ao T3 mediada pela adicdo de 2,0 ug do vetor de
expressdo do TRa;wt, G345R ou TRa;wt + G345R (1,0 ug + 1,0 ug). As células foram co-
transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter AP-1 e tratadas com etanol ou
concentragBes crescentes de T (10°°M, 10°M, 10°M, 10"M e 10°M). A atividade do
gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam o
percentual de ativacdo em relacdo ao respectivo receptor na auséncia de Ts. O célculo e a
estatistica do ICso e da resposta maxima foram feitos no programa Prism e os valores
obtidos foram 1Csp TRA;wt: 6,6860.10° M, ICsy G345R: 8,9440e-010.10" M e 1Cs
TRA;wt + G345R: 6,4500.10°° M. Resposta méxima TR&;wt: 55,0 + 2,90%, G345R: 13,97
+ 2,86% e TRawt + G345R: 50,23 = 5,09%. A medida de dispersdo adotada foi o erro
padrdo da média (SEM). (n = 3, * p < 0,001 e ** p < 0,05 vs TR&;wt na respectiva
concentracéo de Ts).
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Efeito Dominante Negativo do F451X e do G345R em elevadas concentracdes

Tendo em vista que os mutantes F451X e G345R quando co-transfectados com o
TR&;wt ndo apresentaram dominéncia negativa sobre a repressdao do promotor do TRH-
LUC e AP-1, seja sobre a eficacia, medida pela repressdo maxima ou na sua poténcia,
avaliada pelo IC50, re-avaliamos se concentragfes mais elevadas desses mutantes, nas
proporg¢des de até 10 mais de F451X e G345R, iriam interferir na acdo do TR&; nativo.

TRH

A figura 29 mostra o percentual de repressdo de proporgdes crescentes do mutante
F451X co-transfectado com o TR&; nativo em TRH-LUC. Como podemos observar,
considerando 100% a repressao de 1,0 ng do TRb; nativo, a co-tranfec¢do de F451X, nas
razbes de 1:1, 1:5 e 1:10, diminuiu ligeiramente o percentual de repressdao do promotor
TRH-LUC (101,89 + 14,81%, 90,07 + 13,97% e 78,06 + 8,93%, respectivamente), porém
esta diferenga néo foi estatisticamente significante (tabela 14).
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Figura 29 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug F451X), 1:5
(1,0 ug TR&;wt + 5,0 ug F451X) ou 1:10 (1,0 ug TRa;wt + 10,0 ug F451X). As células
foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter TRH-LUC e tratadas com
etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene repérter foi medida apds 22h com a lise das
celulas e os niUmeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRajwt
(n=3;*p<0,001e**p<0,01).
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Podemos observar que em G345R (figura 30) obtivemos 0 mesmo padrdo mostrado
em F451X. Considerando 100% a represséo de 1,0 ng do TRb; nativo, a co-tranfecgédo de
G345R, nas razdes de 1:1, 1:5 e 1:10, diminuiu ligeiramente o percentual de repressdo do
promotor TRH-LUC (94,97 + 7,44%, 85,75 + 5,04% e 83,40 * 8,30%, respectivamente),
porém esta diferenca também nédo foi estatisticamente significante (tabela 15).

Dessa forma, avaliamos que mesmo em elevadas concentragdes os mutantes F451X
e G345R néo apresentaram o efeito dominante negativo sobre o TRb; nativo em TRH-
LUC.
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Figura 30 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcdo de 1:1 (1,0 ug TR&;wt + 1,0 ug G345R), 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0 ug G345R) ou 1:10 (1,0 ug TR&;wt + 10,0 ug G345R) . As células
foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter TRH-LUC e tratadas com
etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene repérter foi medida apds 22h com a lise das
celulas e os niUmeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRajwt
(n=3; *p<0,001).

AP-1

Também analisamos o efeito de doses elevadas dos mutantes F451X e G345R sobre

0 TRb; nativo em AP-1. Observamos que o mutante F451X (figura 31), considerando
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100% a repressao de 1,0 ng do TRa; nativo, ndo exerceu o efeito dominante negativo sobre
0 TR&; nativo, mesmo em elevadas concentragdes com média do percentual de repressao
de 107,75 £ 4,53% (na razéo de 1:1), 97,66 £ 7,76% (na razdo de 1:5) e 98,54 + 3,84% (na
razdo de 1:10), ndo apresentando nenhuma diferenca estatistica entre eles e 0 TR &; nativo
(tabela 16).
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Figura 31 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug F451X), 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0 ug F451X) ou 1:10 (1,0 ug TRawt + 10,0 ug F451X) . As células
foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repdrter AP-1 e tratadas com
etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene repoérter foi medida apds 22h com a lise das
celulas e os niUmeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRajwt
(n=3; *p<0,001).

Em G345R (figura 32) observamos o mesmo ocorrido com o F451X. Considerando
100% a repressao de 1,0 ng do TRa&; nativo, a co-tranfeccdo de G345R, nas razdes de 1:1,
1:5 e 1:10, diminuiu ligeiramente o percentual de repressdao do AP-1 (106,18 + 3,07%,
87,39 + 3,51% e 78,73 £ 12,39%, respectivamente), porém esta diferenca também nédo foi
estatisticamente significante (tabela 17).
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Portanto, semelhante ao que foi observado com TRH-LUC, os mutantes F451X e
G345R também ndo apresentaram o efeito dominante negativo sobre o TR&; nativo em
AP-1.
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Figura 32 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcdo de 1:1 (1,0 ug TR&;wt + 1,0 ug G345R), 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0 ug G345R) ou 1:10 (1,0 ug TR&;wt + 10,0 ug G345R) . As células
foram co-transfectadas com 4ug do vetor para o gene repGrter AP-1 e tratadas com etanol
ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células
e 0S numeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRa;wt (n = 3;
keyword>ReceptoSH

TSH

Para confirmar a existéncia da diferenca significativa entre a dominancia negativa
que o F451X e G345R exerce sobre o TSH-LUC mas ndo sobre TRH-LUC e AP-1,
resolvemos re-examinar a domindncia negativa do F451X e G345R sobre a atividade
transcricional do promotor do TSH-LUC com a utilizacdo de proporgdes crescentes dos
mutantes.

Como podemos observar na figura 33, considerando 100% a repressédo de 1,0 ng do

TR&; nativo, a co-tranfeccdo de F451X, nas razbes de 1:1, 1:5 e 1:10, diminuiu
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significativamente o percentual de repressdo do promotor TSH-LUC (82,74 + 7,84%,
40,28 + 8,09 % e 35,21 £ 5,64 %, respectivamente) (tabela 18).
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Figura 33 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante F451X ou de ambos na proporcéo de 1:1 (1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug F451X), 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0 ug F451X) ou 1:10 (1,0 ug TRaywt + 10,0 ug F451X) . As células
foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repérter TSH-LUC e tratadas com
etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene repérter foi medida apds 22h com a lise das
celulas e os niUmeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRajwt
(n=5;*p<0,001).

O mesmo foi evidenciado com o G345R (figura 34). Considerando 100% a
repressdo de 1,0 ng do TRa; nativo, a co-tranfeccdo de G345R, nas razdes de 1:1, 1:5 e
1:10, também diminuiu significativamente o percentual de repressdao do promotor TSH-
LUC (82,98 £ 4,05%, 35,44 + 3,47% e 26,71 £ 6,41%, respectivamente) (tabela 19).
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Figura 34 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt, ou do
mutante G345R ou de ambos na proporcdo de 1:1 (1,0 ug TR&;wt + 1,0 ug G345R), 1:5
(1,0 ug TRa;wt + 5,0 ug G345R) ou 1:10 (1,0 ug TR&;wt + 10,0 ug G345R) . As células
foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene repérter TSH-LUC e tratadas com
etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene repérter foi medida apds 22h com a lise das
celulas e os niUmeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRajwt
(n=4;*p<0,001).

Dessa forma, confirmamos a existéncia da domindncia negativa que 0s mutantes
F451X e G345R exercem sobre o TR&; nativo em TSH-LUC mas ndo em TRH-LUC e
AP-1.

Avaliacdo das Propriedades de Dimerizacdo no
Efeito Dominante Negativo do F451X e G345R em TSH

O achado de que os mutantes F451X e G345R conseguiram exercer o efeito
dominante negativo apenas no TSH-LUC, nos levou a testar se o fendmeno da dimerizagao
entre receptores estaria envolvido na dominancia negativa no TSH, assim como 0 que

ocorre nos elementos regulados positivamente (Velasco, 2005).
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Para testar esta hipdtese lancamos mdo do mutante L422R, que, como descrito
anteriormente, possui as propriedades de dimerizacdo afetadas. A figura 35 mostra a
capacidade de repressdo do L422R no promotor do TSH ligado a luciferase, na presenca de
T3. Considerando 100% a repressao de 1,0 ng do TRa; nativo, podemos observar que 0

L422R ndo conseguiu reprimir a transcrigdo na presenca do hormdnio, sendo que a media
do percentual de repressao foi de apenas 11,42 * 3,27% (tabela 20).
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Figura 35 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do de 1,0 ug do vetor de expressdo do
TRa;wt ou do mutante L422R. As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para
0 gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene
reporter foi medida apds 22h com a lise das células e 0os niUmeros representam o percentual
da taxa de repressao em relacdo ao TRa;wt (n =5, * p < 0,001 vs TRwt).

Dessa forma, decidimos utilizar os duplos mutantes L422R/F451X e
G345R/L422R, que possuiam ao mesmo tempo uma mutacdo encontrada na SRTH e a
mutacdo envolvida na superficie de dimerizacdo, para avaliarmos se o efeito dominante
negativo seria corrigido ou pelo menos atenuado no TSH.

Observamos que o L422R/F451X sozinho ndo conseguiu reprimir a transcricdo na
presenca do horménio (figura 36, tabela 18). Porém, considerando 100% a repressao de 1,0
ny do TRa;wt, verificamos que o duplo-mutante corrigiu a atividade dominante negativa

do F451X na proporgédo de 1:1 (102,72 + 14,93% versus 82,74 = 7,84% do TR+F451X
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(2:1)) e 1:5 (96,56 + 9,56% versus 40,28 + 8,09% do TR+F451X (1:5)). Na concentragdo
1:10, observamos que o duplo-mutante atenuou o forte efeito dominante negativo do
F451X (69,16 £ 6,09% versus 35,21 + 5,64% do TR+F451X (1:10)).
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Figura 36 — Resposta ao T; mediada pela adicdo do vetor de expressdo do TRaiwt ou do
L422R/F451X, ou ainda da combinacdo dos mutantes com o TR&;wt na proporcéo de 1:1
(1,0 ug TRawt + 1,0 ug F451X ou 1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug L422R/F451X), 1:5 (1,0 ug
TRawt + 5,0 ug F451X ou 1,0 ug TRawt + 5,0 ug L422R/F451X) ou 1:10 (1,0 ug
TR&;wt + 10,0 ug F451X ou 1,0 ug TR&;wt + 10,0 ug L422R/F451X) . As células foram
co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol
ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células
e 0S numeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRa;wt (n = 5;
*p<0,001, ** p<0,01e#p<0,05).

Também observamos que o G345R/L422R sozinho ndo conseguiu reprimir a
transcricdo na presenca do horménio (figura 37, tabela 19). Porém, considerando 100% a
represséo de 1,0 ng do TRa; nativo, verificamos que o duplo-mutante atenuou a intensa
atividade dominante negativa do G345R na proporcdo de 1:5 (68,82 £ 10,20% versus
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34,60 + 3,48% do TR+G345R (1:5)) e 1:10 (44,96 + 3,58% versus 24,67 + 6,12% do
TR+G345R (1:10)).

Assim, verificamos que o duplo mutante L422R/F451X corrigiu a atividade
dominante negativa do F451X e o G3455R/L422R atenuou o efeito do G345R sobre o
TRA4; nativo em TSH-LUC, indicando que a dimerizacdo esta envolvida neste fendmeno.
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Figura 37 — Resposta ao T3 mediada pela adi¢do do vetor de expressdo do TRa;wt ou do
G345R/L422R, ou ainda da combinagdo dos mutantes com o TR&;wt na proporgéo de 1:1
(1,0 ug TRawt + 1,0 ug G345R ou 1,0 ug TRa;wt + 1,0 ug G345R/L422R), 1:5 (1,0 ug
TR&;wt + 5,0 ug G345R ou 1,0 ug TRawt + 5,0 ug G345R/L422R) ou 1:10 (1,0 ug
TRa;wt + 10,0 ug G345R ou 1,0 ug TRawt + 10,0 ug G345R/L422R). As células foram
co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para o gene reporter TSH-LUC e tratadas com etanol
ou 1000 nM de Ts. A atividade do gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células
e 0S numeros representam o percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TRa;wt (n = 4;
*p<0,001, **p<0,01le#p<0,05).
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Importancia da Dimerizacdo na Repressdo da Transcricdo
do Promotor do TRH-LUC e AP-1

Tendo em vista que observamos a dominéncia negativa dos mutantes F451X e
G345R sobre 0 TR&; nativo na modulagdo da repressdao do promotor do TSH-LUC, mas
ndo sobre a atividade transcricional do promotor do TRH-LUC e AP-1, e que a
dimerizacdo é importante para a dominancia negativa e para a regulacdo da transcricdo do
promotor do TSH-LUC, decidimos avaliar se a dimerizagdo participaria da regulagéo da

transcricdo dos promotores de TRH-LUC e AP-1.

Considerando 100% a repressao de 1,0 ng do TR&; nativo, podemos observar que 0
L422R em TRH-LUC apresentou uma média do percentual de repressao de 73,97 + 2,16%
e em AP-1, apresentou uma média do percentual de repressao foi de 68,00 + 2,37% (figura
38, tabelas 21 e 22). Portanto, observamos que a dimeriza¢do ndo é tdo importante para a
regulacdo da transcricdo dos promotores de TRH-LUC e AP-1 ou ainda que esses

promotores utilizam outra superficie de dimerizacdo que ndo envolve o residuo L422.

TRH AP-1 [ ] TRalwt

—_— EEEE— B (420r
'@ A\ @' A\

j |0

% Repressdo
1
o))
o
1

-100

-120 d

* p<0.001 vs TRwt
Figura 38 — Resposta ao T3 mediada pela adigdo de 1,0 ug do vetor de expressdo do
TRa;wt ou do mutante L422R. As células foram co-transfectadas com 4,0 ug do vetor para
0 gene repérter TRH-LUC e AP-1 e tratadas com etanol ou 1000 nM de Ts. A atividade do

gene reporter foi medida apds 22h com a lise das células e os nimeros representam o
percentual da taxa de repressdo em relacdo ao TR&;wt (n =3 -5, * p < 0,001 vs TRwt).
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DiIscuUssAO

O mecanismo molecular envolvido no efeito dominante negativo encontrado nos
mutantes da SRHT ainda ndo foi totalmente elucidado. Muito ja se tem avangado no
conhecimento de como este fendbmeno ocorre nos genes regulados positivamente pelo Ts.
Sabe-se que a patogenia molecular da SRHT é multifatorial, porém, dentre 0s mecanismos
mais importantes, destaca-se a dimerizacdo entre receptores e a ligacdo ao DNA como
fatores co-responsaveis para que o TR mutado exerca sua acdo repressora sobre 0 TR
nativo nos promotores ativados por Ts. Também é notorio o forte efeito dominante
negativo de alguns mutantes, tais como F451X e G345R, em elementos responsivos
positivos ( Sakurai et al.,, 1990; Nagaya et al., 1993; Ando et al., 1996; Tagami and
Jameson, 1998; Matsushita et al., 2000).

A atividade repressora dos hormdnios tireoideanos exerce acdo fundamental na
regulacdo de diversos genes envolvidos no metabolismo, proliferacdo e na diferenciacdo
celular. Feng e cols. mostraram que aproximadamente 50% dos genes dependentes de Ts,
no figado, sdo suprimidos (Feng et al., 2000). Dentre os genes regulados negativamente,
destacam-se 0s promotores do TRH e TSH, que atuam no eixo hipotalamo-hipéfise—
tiredide, em que o T3 participa ativamente do processo de retro-alimentacdo negativa. Ja é
consenso que o aumento das concentragdes séricas de T3 e T4 inibe a expressdo de TRH e
TSH, em nivel hipotaldmico e hipofisério, respectivamente. Porém, o mecanismo
molecular envolvido nesta repressao ainda necessita ser melhor esclarecido. Sabe-se que o
TR se liga a sequéncias especificas dentro dos promotores do TRH e TSH e ativa a
transcricdo na auséncia do ligante. O estado ativador € convertido a repressor com a
chegada do hormonio. Entretanto, este processo ndo ocorre isoladamente, mas sim com o
envolvimento de um complexo de inimeras proteinas que ativam ou reprimem a
transcricdo, além do fenbmeno da compactacdo das cromatinas, da propria mudanca
conformacional do TR interagindo com o DNA e da possibilidade de dimerizar ou néo

com outros receptores, como 0 RXR, ou com o proprio TR.

Dentro desse universo de repressao surge o questionamento se ocorre e como pode
acontecer a influéncia de TRs mutados sobre TR nativo, fendmeno este tdo importante na
SRHT. Assim, neste trabalho investigamos se o efeito dominante negativo ocorre em genes

regulados negativamente pelo T3, como € relatada nos elementos responsivos positivos e se

88
PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

a dimerizagdo participa do processo de dominancia negativa. Para isto utilizamos os
ensaios de gene repdrter em células promonociticas humanas (U937) co-transfectadas com
vetores de expressdo do TR&; nativo ou TR &; mutado associados ao gene repdrter da
luciferase dirigido por promotores regulados negativamente: AP-1, TRH ou TSH&. Os TRs
mutados utilizados foram os descritos na SRHT (F451X e G345R). Além disso, 0 mutante

L422R, que é deficiente na sua propriedade de dimeriza¢do também foi utilizado.

Utilizando os ensaios de transfeccdo, inicialmente confirmamos que 0s mutantes
F451X e G345R ndo conseguem ativar a transcricdo e prejudicam acentuadamente a acéo
dos TRs nativos nas propor¢des de 1:1 e 1:5 em F2 (vide figura 17), o que esta de acordo
com a literatura (Sakurai et al., 1990; Miyoshi et al., 1995; Ando et al., 1996; Matsushita et
al., 2000; Velasco, 2005).

Como foi descrito anteriormente, o promotor do TSHAa necessita de fatores de
transcricdo Pitl para a sua expressdo. Como esses ativadores transcricionais sao
encontrados exclusivamente nas células hipofisarias, decidimos utilizar o promotor do

TSH4, pois assim viabilizaria o estudo em células promonociticas humanas (U937).

A regido promotora da subunidade & tem sido bem menos definida. Analises de
delecdo demonstraram que o NTRE no gene & encontra-se dentro de uma regido de 104pb
entre -100 e +4pb, com um sitio de ligacdo ao TR entre -22 e -7pb imediatamente
“downstream” da “TATA box” (Chatterjee et al., 1989). Esta localizagdo induziu a
hipotese de que a ligacdo do TR pode interferir com a ligagdo de fatores da “TATA box” e,
dessa forma, mediar a repressdo. Ao contrario do TSH4, Pitl ndo é requerido para
expressdo da subunidade &. (Shupnik, 2000). Apesar de varios estudos analisarem a
sequéncia do DNA determinante para a ligacdo do TR, nenhuma seqiiéncia consenso foi
elucidada. A regido entre -22 e -7pb é a que mais se assemelha ao TRE palindrémico
descrito por Glass (figura 39) (Glass et al., 1988).
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CACTCTGCTGGTATAAAAGCAGGTGAGGACTTCATTAACTGCAGTTACTG
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Figura 39. llustracdo esquematica do promotor do TSH&. A seqliéncia em vermelho
corresponde ao sitio de ligagdo do TR (-22 a -7pb); em azul, a TATA box e em verde,
a0 TRE palindromico descrito por Glass e colaboradores (Glass et al., 1988). Os
nucleotideos diferentes do TRE palindrémico estdo indicados pelo asterisco e a seta
indica o sitio de inicio transcricional. Adaptado de Chatterjee et al., 1989.

Observamos que o F451X aumentou significativamente a atividade transcricional
do promotor do TSHA ligado a luciferase, porém, ndo conseguiu reprimir a transcricao
(figuras 18a e 18b). Isto pode ser explicado pelo fato de que esta mutacdo se caracteriza
pela ligacdo avida a co-repressores, principalmente SMRT (Safer et al., 1998; Matsushita
et al., 2000) e como nos genes regulados negativamente os co-repressores participam da
ativacdo (Tagami e Jameson, 1998; Berghagen et al., 2002), o F451X consegue ativar ate
um pouco melhor a transcri¢do, na auséncia do hormdnio, em relagdo ao TR nativo.
Entretanto, ha um impedimento na associacdo com co-ativadores, que neste contexto
participariam da repressdo e, por isso, 0 F451X ndo consegue reprimir a transcricdo na
presenca do Ts. A atividade dominante negativa é diminuida quando a mutacdo P214R,
que reduz a ligacdo com co-repressor, € inserida nos mutantes da SRHT (Tagami e
Jameson, 1998). Quando co-repressores (SMRT ou N-CoR) séo co-transfectados nos
promotores regulados negativamente aumentam a ativacdo basal na auséncia de Tj
(Tagami et al., 1997). Esses achados indicam que 0s co-repressores estdo envolvidos na
patogénese da SRHT e desenvolvem um importante papel no controle dos genes regulados
negativamente (Clifton-Bligh et al., 1998).

Quando co-transfectado com TR nativo, 0 F451X reduziu em 62% a inibi¢do
transcricional do TSH&, embora, na auséncia de T3, ndo tenha interferido na ativacdo. Este
acentuado efeito dominante negativo foi mais visivel quando a concentragdo do mutante
foi 5 vezes maior que do TR nativo, apesar do mutante bloquear parcialmente a atividade
do TR nativo na razdo de 1:1 (figura 18b). Isto ja foi observado em estudos anteriores
(Chatterjee et al., 1991; Nagaya et al., 1993; Nagaya and Jameson, 1993b; Jameson, 1994),

porém a base para o requerimento de um excesso de receptores mutados e sua relevancia
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para SRHT ndo é clara. E possivel que sinais clinicos da SRHT, como por exemplo
elevados niveis de horménio tireoideano, sdo indicadores mais sensiveis da inibicdo do
receptor do que nossos ensaios ex vivo de expressdo génica, devido a natureza artificial
desses experimentos (Chatterjee et al., 1991). Efeito similar foi observado com o G345R
(2:5), com uma reducdo de 57% da inibicdo transcricional do TSH (figuras 19a e 19b).
Porém, este mutante quando co-transfectado isoladamente, na auséncia do horménio, nao
aumentou a atividade transcricional do promotor do TSH-LUC, como 0 que ocorreu com
F451X, pelo contrério, até diminuiu para valores de 55,28 + 5,7% em relacdo ao TRa;
nativo, o que ja foi demonstrado por outros autores (Nagaya et al., 1993; Nagaya e
Jameson, 1993b; Jameson et el., 1994; Tagami e Jameson, 1998). A explicacdo para esta
ocorréncia ainda ndo é clara, uma vez que ja foi demonstrado que o G345R também
interage com NCoR independente de T3 (Tagami and Jameson, 1998). Porém, o estudo de
interacdo do mutante com NCoR foi realizado em um elemento responsivo positivo, DR-4.
Talvez, a interagcdo do G345R com o co-repressor seja diferenciada nos elementos
negativos devido as mudancas conformacionais que o TR e proteinas acessdrias assumem
nesses promotores. Para confirmar esta hipotese seria interessante realizar ensaios in vitro
de interacdo proteina-proteina (G345R-NCoR ou SMRT) com sitios de ligagdo ao DNA do
promotor do TSH.

Por outro lado, a dominancia negativa ndo foi observada no promotor do TRH
(figuras 20 e 21) nem no sitio AP-1 (figuras 22 e 23), mesmo quando a concentracdo dos
mutantes, F451X e G345R, foi 10 vezes maior que TR nativo (vide figuras 29 a 32). Ja
foram relatadas duas mutagdes encontradas na SRHT (R429Q e R383H) (Flynn et al.,
1994; Clifton-Bligh et al., 1998) que exerceram acdo dominante negativa sobre TR nativo
no promotor do TRH. Intrigantemente, estas mutacdes ndo influenciavam negativamente o
TR nativo nos elementos responsivos positivos. Entretanto, o mutante R383H, na presenca
de doses elevadas de T3, também ndo apresentou dominéncia negativa no TRH (Clifton-
Bligh et al., 1998). Outros estudos também relataram que a atividade inibitéria de
receptores mutados, que possuem afinidade reduzida de ligacdo ao Ts, é eliminada em altas
concentracdes do hormonio (Chatterjee et al., 1991; Meier et al., 1992; Nagaya et al., 1993;
Safer et al.,, 1997). A partir de entdo decidimos realizar 0os mesmos experimentos de

transfeccdo, porém, variando a concentracdo de hormdnio (curvas dose-resposta), com o
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objetivo de avaliar se em doses menores de T3 0s mutantes F451X e G345R conseguiriam

apresentar a dominancia negativa como a que foi vista no TSH e no F2.

Ao contréario do que foi observado em F2, em que a atividade dominante negativa é
facilmente visualizada (figura 24), a resposta as varia¢oes de T3 foi muito similar entre o
TR nativo sozinho e co-transfectado com F451X ou G345R, tanto no promotor do TRH
como no sitio AP-1 (figuras 25 a 28). A hipoétese inicial seria de que como utilizamos
doses fixas de T3 (10°M) seria possivel que a co-transfeccdo dos mutantes com TR nativo
apresentasse uma mesma eficacia, calculada pela resposta maxima, porém menos potente,
avaliada pelo 1C50, que corresponde a dose de T3 em que observamos a metade da inibicao
maxima. Nossos resultados mostraram que tanto a eficacia como a poténcia foi semelhante
entre 0 TR nativo sozinho e co-transfectado com os mutantes da SRHT. Esses dados
sugerem que, diferente do que foi relatado na literatura com o mutante R383H (Clifton-
Bligh et al., 1998), a acdo negativa dos nossos mutantes (F451X e G345R) sobre TR nativo
ndo ocorre no gene do TRH nem da colagenase em seu sitio AP-1, mesmo em baixas

concentragdes de hormonio.

Algumas hipoteses tém surgido para explicar o comportamento diferenciado do
F451X e G345R no TRH e AP-1. Apesar dos mutantes F451X e G345R estarem
relacionados com a resisténcia generalizada, vale ressaltar que a atividade dominante
negativa dos mutantes relacionados com a resisténcia hipofisaria nos elementos
responsivos negativos podem ser dependentes da isoforma TR&,. Os mutantes da
resisténcia hipofisaria (R429Q, R338W e R338L) na isoforma TR&; apresentaram uma
fraca dominéncia negativa no promotor do TRH e TSH4, mesmo com excesso de 10x do
mutante em relacdo ao TR nativo, mas tiveram uma forte atividade dominante negativa
quando expressos na isoforma TR&, nos mesmos promotores (Safer et al., 1997). Dessa
forma a sindrome causada por essas mutacGes € limitada aos tecidos que expressam esta
isoforma, pituitaria anterior e hipotalamo. Os mutantes da resisténcia generalizada tiveram
atividade dominante negativa similar em ambas isoformas do TR& (Safer et al., 1997; Wan
et al., 2005).

Além disso, camundongos transgénicos com delecéo da isoforma TR&, (knock-out)
apresentaram uma reducdo na ativacdo transcricional do TSH na auséncia de T3 e uma

menor capacidade do Tz em suprimir a sintese de TSH (Abel et al., 1999). E interessante
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observar que esses animais apresentam uma incapacidade total em suprimir a expresséo de
TRH na presenca de T3 (Abel et al., 2001). Esses resultados sugerem que a regulacéo do
TSH pode envolver também as outras duas isoformas do TR (TR4; e &;) além do TRa,,
mas a regulacdo do TRH exige, necessariamente, a presenca do TRa..

Como a regulacdo do TSH pode ser feita pelas trés isoformas, mas a transcricdo do
TRH ¢ realizada exclusivamente pelo TRa, (Abel et al., 2001), uma das hipo6teses para
explicar o porqué de ndo visualizarmos a dominancia negativa no TRH, pode ser devido ao
fato de que as mutagdes utilizadas encontravam-se na isoforma TR&; e ndo no a,. Porém,
alguns trabalhos demonstraram que em experimentos de transfeccdo heterdloga o TR&;
pode funcionar igual ou melhor que TR&, no controle do TRH (Hollenberg et al., 1996;
Lezoualc'h et al., 1992). Além disso, somam-se 0s nossos dados da transfec¢do do TRa;
nativo, que obteve uma taxa de repressdo de 48,10 £ 4,87% (figura 20b), demonstrando,
assim, que TR&; consegue reprimir a transcricdo do TRH e que a influéncia das diferentes

isoformas na regulacdo negativa ainda é controversa.

Outro fato que pode ser observado é a questdo da dimerizacdo entre receptores nos
elementos responsivos negativos. Como ja foi citado anteriormente, o promotor do TRH
possui trés sitios de interagdo com o TR (sitios 4, 5 e 6). Nos sitios 5 e 6 0 TR se liga via
mondémeros e ndo forma heterodimeros com o RXR. O aumento da quantidade de RXR,
demonstrado em ensaios in vitro de gel-shift, diminui a formacdo de mondmeros,
provavelmente pela formacdo de heterodimeros em solucdo (Hollenberg et al., 1995a). No
sitio 4, o TR pode se ligar como monémero e também como heterodimero com RXR (TR-
RXR) (Guissouma et al., 2002; Satoh et al., 1996), sendo que a ligacdo como heterodimero
ndo é influenciada pela presenga ou auséncia de T3 em ensaios de ligacdo proteina-DNA
(gel mobility shift assy — EMSA). Alguns autores relatam que o TR pode se ligar também
como homodimeros (Satoh et al., 1999; Shibusawa et al., 2003b). Estudos transcricionais
realizados com mutagdes no sitio 4 mostraram a perda de todas as formas de ligacdo do TR
além da diminuicdo significativa dos niveis de expressdo de TRH na auséncia do
horménio, bem como uma deficiéncia na regulacdo dependente de T; do gene do TRH de
rato (Guissouma et al., 2002). Ja foi demonstrado que o sitio 4 forma uma repeticéo direta,
espacada por 11 nucleotideos, com um outro potencial “half-site”, mais adiante, localizado
entre as bases -43 e -38. Assim, € possivel que ocorra uma interagdo do TR via
homodimeros e heterodimeros (Satoh et al., 1999), visto que mutagcfes nesta regido do
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promotor diminuiram drasticamente essas duas formas de interagdo (Hollenberg et al.,
1995a).

Além disso, 0 RXR4 quando co-transfectado com TR4, na presenca do sitio 4
intacto, aumenta o percentual de repressao induzido pelo T; (Hollenberg et al., 1995g;
Laflamme et al., 2002). Esse aumento da regulagédo negativa ndo foi observado quando
utilizaram um RXR com uma mutagdo na regido que interage com o DNA (Hollenberg et
al., 1995a). Porém, a importéncia da ligacdo do RXR ao DNA na repressdo nao foi
comprovada em outro estudo quando, utilizando-se de um receptor quimérico que continha
0 dominio C-terminal do RXR com o DBD do GAL4, observaram que a construcdo
RXR&-GAL produziu um aumento da repressao semelhante ao RXR& nativo em TRH,
TSHa e TSHa. Considerando que o DBD do GALA4 ¢ incapaz de reconhecer o nTRE, esses
resultados sugerem que o dominio C-terminal do RXR é suficiente para mediar a regulacéo
negativa e que ele funciona sem a formagdo de um heterodimero cléssico no nTRE
(Laflamme et al., 2002). A co-transfeccdo de RXR& também aumentou a ativacdo na

auséncia do ligante (Takeda et al., 1997).

O promotor da colagenase possui o sitio AP-1, que é composto de uma sequéncia
consenso palindrémica: 5’-TGA G/C TCA-3’, regulado negativamente pelo T; (Angel et
al., 1987; Lee et al., 1987). A interferéncia do TR com a atividade do AP-1 ndo é mediada
pela ligacdo direta dos receptores ao DNA e sim por uma interagdo proteina-proteina dos
receptores com os fatores de transcricdo c-jun ou c-fos (Zhang et al., 1991). Nenhum
estudo foi realizado com o objetivo de observar se ocorre a formagdo de homodimeros ou
heterodimeros com RXR neste sitio.

Para avaliar a importancia da dimerizagdo nesses promotores, tanto do TRH como
da colagenase em seu sitio AP-1, utilizamos a mutacdo L422R, que altera somente as

propriedades de dimerizacdo do TR.

E interessante observar que o mutante L422R, na presenca de T3, apresentou uma
taxa de repressdo transcricional semelhante ao TR nativo no promotor do TRH (74%) e
AP-1 (78%) (figura 38). Como o L422R interfere na formacdo de homodimeros e
heterodimeros simultaneamente, a ligacdo via mondmeros de TR parece ser a forma
oligomérica preferida nesses promotores. J& foi demonstrado que, nos elementos

responsivos positivos, a dimeriza¢cdo do TR mutado com o TR nativo ou com 0 RXR é

94
PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

importante para que ocorra o efeito dominante negativo , pois esse fendmeno € abolido
quando a mutacdo L422R, que interfere na dimerizacdo, é inserida nos mutantes da SRHT
(F451X ou G345R) (Velasco, 2005). Como a interferéncia do TR mutado com o TR nativo
ndo ocorreu no TRH e AP-1, nossos dados sugerem que a ligacdo via monomeros de TR
parece ser incapaz de induzir a dominancia negativa. Porém, ndo excluimos a
probabilidade do mutante L422R ainda se dimerizar com o TR nativo ou com 0 RXR, pois
é possivel que o receptor utilize outra superficie de dimerizagdo, jA que o TR pode adotar
uma conformacdo diferente nesses elementos responsivos negativos. Para eliminar esta
possibilidade seria interessante realizar ensaios de interagdo proteina-DNA in vitro com o
mutante L422R, juntamente com o TR nativo e RXR, em TRH e AP-1 e assim, observar as
formas de ligagéo do receptor nesses promotores.

Também desenvolvemos o mesmo estudo no promotor do TSH. Observamos que o
L422R apresentou uma taxa de repressdo transcricional significativamente inferior na
regulacdo do TSH, 11% em relacdo ao TR nativo (figura 35), diferente do que foi
observado em AP-1 e TRH. E importante destacar que o provavel sitio de interacio do TR
com o DNA no promotor do TSHa funciona como um palindromo parcialmente
degenerado (figura 39). Interessante é que no TREpal, que é um elemento responsivo
palindrémico (figura 02), porém regulado positivamente pelo T3, 0 L422R funciona até
melhor que o TR nativo (Velasco, 2005). Estudos de interacdo proteina-DNA in vitro
demonstraram que o L422R abole a heterodimerizacdo com RXR no TREpal (Ribeiro et
al., 2001). Esses dados sugerem que no palindromo positivo a dimeriza¢do ndo desenvolve
um papel essencial na funcdo do TR e que a ativacdo da transcricdo pode ser por
monémeros ndo ligados (Velasco, 2005). Porém, nossos resultados, ao contrario do
TREpal, indicam que a dimerizacao é importante na regulacdo do promotor do TSHa.

De posse desses resultados, decidimos adicionar o L422R ao mutante F451X
(L422R/F451X) e a0 G345R (L422R/G345R). Na concentracdo de 1:1 e 1:5, verificamos
gue os duplo-mutantes corrigiram o forte efeito dominante negativo exercido pelo F451X e
G345R na repressdo do TSHa (figuras 36 e 37). Da mesma forma, em um outro estudo, a
co-transfeccdo de RXR aumentou o efeito dominante negativo do R316H (mutante
encontrado na resisténcia hipofisaria) no TSH& (Takeda et al., 1997). Porém, na
concentracdo de 1:10, os duplo-mutantes ndo conseguiram corrigir, apenas atenuaram o

efeito dominante negativo. Isto pode ser explicado pelo fato de que, mesmo tendo pouca
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afinidade pelo TR nativo, o excesso de duplo mutante (L422R/F451X e L422R/G345R)
co-transfectado acaba favorecendo sua dimerizagdo com o TR nativo propiciando o
aparecimento da dominéncia negativa. Nossos resultados sugerem que a dimerizacao esta
envolvida na dominéncia negativa do TR mutado quando este regula a transcricdo do
promotor do TSH. Porém, ainda ndo estd totalmente elucidado se a homo ou

heterodimerizacdo € a forma mais ativa na repressdo deste promotor.

Apesar do TR se ligar preferencialmente ao DNA como mondmeros e
homodimeros, estudos transcricionais ja demonstraram, que o RXR& quando co-
transfectado com TR4; e &; aumenta a ativacdo independente do ligante do gene do TSH.
O mesmo ndo ocorre com a isoforma TRa, (Safer et al., 1997; Laflamme et al., 2002;).
Porém, alguns autores contradizem este achado afirmando que o RXR ndo apresenta
nenhum efeito na regulacdo negativa do TSH ( Takeda et al., 1997; Shibusawa et al.,
2003a;) ou ainda que o RXR4& antagoniza tanto a ativacdo como a repressdo, na auséncia
ou presenca de T, respectivamente, de maneira dependente do ligante do RXR (acido 9-cis
retinoico) (Cohen et al., 1995). Entretanto, esses experimentos foram realizados em células
JEG-3 que ja expressam um alto nivel de RXR enddgeno. Em contrapartida, a isoforma
RXRa atrapalha a represséo do TSH& mediada pelo T3 (Hallenbeck et al., 1993; Carr and
Wong, 1994; Haugen et al., 1997). A co-transfeccdo de RXR&1, que é restrito ao lobo
anterior da pituitaria, aumentou a repressdo do TSHa na presenca de Tz e &cido 9-cis
retinoico, simultaneamente (Haugen et al., 1997). Este mesmo estudo demonstrou que o
acido 9-cis retindico possui um efeito supressor sobre o0 TSHa dependente da isoforma
RXR&;. Laflamme L demonstrou que o dominio carboxi-terminal do RXR ¢é essencial e
suficiente para exercer sua acdo sobre 0 TR e que a ligacdo do RXR ao DNA ndo €
requerida. Assim, ele sugere um novo modelo de agdo em que o RXR atua mais como um
co-regulador do que como um parceiro para heterodimerizagdo com o TR (Laflamme et al.,
2002). Este modelo é consistente com a configuragdo conhecida do nTRE do TSH.

Em nossos estudos ndo co-transfectamos o RXR, porém utilizamos células U937
que contém RXR enddgeno e assim é provavel que tenha ocorrido a heterodimerizacéo. Se
a mutacdo L422R abolir a dimerizacdo com RXR no TSHa da mesma forma como o
ocorrido em TREpal (Ribeiro et al., 2001), podemos concluir que realmente a interacdo do

TR com RXR ¢é essencial para que o T3 regule a expressdo do TSH. Para confirmar esta
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hipotese é necessario realizar estudos que avaliem a interacdo do mutante L422R,

juntamente com o TR nativo e RXR no promotor do TSH.

Além disso, quando estudamos as mutagdes da SRHT no sitio AP-1, reiteramos a
importancia da ligacdo direta do TR mutado ao DNA para que ocorra a atividade
dominante negativa (Velasco, 2005). Esta hipoOtese é reforcada pelo fato de que o TR
nativo interage com o sitio AP-1 por meio das oncoproteinas c-Jun e c-Fos e assim nado se
liga diretamente ao DNA. Por isso ndo conseguimos visualizar a dominancia negativa no
sitio AP-1. Coletivamente, esses resultados sugerem que o efeito dominante negativo
imposto pelo TR mutado varia de acordo com o promotor que € regulado negativamente

por TR e que a forma monomérica nao parece exercer a dominancia negativa.
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SUMARIO

1. Os mutantes F451X e G345R da Sindrome de Resisténcia aos Hormdnios
Tireoideanos ndo exerceram a atividade dominante negativa no promotor do TRH nem da

colagenase em seu sitio AP-1;

2. O efeito dominante negativo foi efetivo no promotor do TSH e a dimerizagao

esta diretamente envolvida neste processo.

3. No promotor do TRH e no sitio AP-1, a ligacdo via monémeros de TR parece ser
a forma oligomérica preferida e incapaz de induzir a dominancia negativa ou o TR utiliza

outra superficie de interacdo além do aminoacido leucina 422.

4. A ligacdo direta do TR ao DNA € importante para que ocorra o efeito dominante
negativo do F451X e do G345R.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o promotor onde o TR esta atuando pode modular a
forma oligomérica preferencial que, por sua vez, estard agindo, seja como monémeros
(TRH e AP-1), ou como homo ou heterodimeros (TSH). Além disso, o efeito dominante
negativo ird ocorrer se a forma de ligacdo do TR no DNA for sob a forma de homo ou

heterodimero. Na forma de mondmeros ndo observamos o efeito dominante negativo.
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ANEXOS

Tabela 1: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em F2 [4,0ug].

Leitura Leitura Taxa de Ativacdo % ativagdo em relagdo ao
sem T3 com T3 TRAalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 214,70 395,90 1,84 17,02
TR [1,0ug] 102,90  1112,60 10,81 100,00
F451X [1,0ug] 82,50 107,70 1,30 12,07
TR [2,0ug] 138,40  1810,40 13,08 120,98
TR + F451X (1:1) 132,70 368,70 2,77 25,69
TR [1,0ug] 175,30  1689,20 9,63 89,12
TR + F451X (1:5) 113,30 182,70 1,61 14,91
Experimento # 02

sem TR 159,70 266,00 1,66 19,08
TR [1,0ug] 338,60 2947,80 8,70 100,00
F451X [1,0ug] 134,40 225,50 1,67 19,27
TR [2,0ug] 355,90 6112,90 17,17 197,29
TR + F451X (1:1) 350,70 1265,60 3,60 41,45
TR [1,0ug] 551,20 7564,10 13,72 157,63
TR + F451X (1:5) 312,80 728,00 2,32 26,73

Experimento # 03

sem TR 155,30 227,30 1,46 13,84
TR [1,0ug] 99,70 1051,70 10,55 100,00
F451X [1,0ug] 109,50 154,70 1,41 13,39
TR [2,0ug] 135,10  3106,70 22,99 217,99
TR + F451X (1:1) 134,00 572,90 4,27 40,53
TR [1,0ug] 116,80 2719,40 23,28 220,71
TR + F451X (1:5) 102,90 193,30 1,87 17,80
Experimento # 04

sem TR 71,10 122,10 1,710 14,67
TR [1,0ug] 87,20 1016,90 11,66 100,00
F451X [1,0ug] 94,10 149,50 1,58 13,62
TR [2,0ug] 89,10 1011,40 11,35 97,33
TR + F451X (1:1) 60,50 200,40 3,31 28,40
TR [1,0ug] 118,40  2650,40 22,38 191,95
TR + F451X (1:5) 86,10 143,50 1,66 14,29

119

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Tabela 2 Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRA1 nativo com o mutante
G345R e, F2 [4,0ug].

Leitura Leitura Taxa de Ativacdo % ativagdo em relagdo ao
sem T3 com T3 TRAalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 214,70 395,90 1,84 17,02
TR [1,0ug] 102,90  1112,60 10,81 100,00
G345R [1,0ug] 90,40 130,70 1,45 13,37
TR [2,0ug] 138,40  1810,40 13,08 120,98
TR + G345R (1:1) 110,70 969,60 8,76 81,01
TR [1,0ug] 175,30  1689,20 9,64 89,12
TR + G345R (1:5) 89,30 248,50 2,78 25,74
Experimento # 02

sem TR 126,0 225,2 1,79 9,44
TR [1,0ug] 188,50  3576,20 18,97 100,00
G345R [1,0ug] 125,60 195,10 1,55 8,19
TR [2,0ug] 114,70 1857,20 16,19 85,35
TR + G345R (1:1) 73,30 238,70 3,26 17,16
TR [1,0ug] 72,70 157,90 2,17 11,45
TR + G345R (1:5) 60,00 157,60 2,63 13,85

Experimento # 03

sem TR 72,50 126,50 1,74 20,74
TR [1,0ug] 81,10 680,80 8,39 100,00
G345R [1,0ug] 89,30 135,10 151 18,02
TR [2,0ug] 114,70 990,70 8,64 102,89
TR + G345R (1:1) 92,40 460,10 4,98 59,32
TR [1,0ug] 123,70 960,10 7,76 92,46
TR + G345R (1:5) 100,40 260,80 2,60 30,94
Experimento # 04

sem TR 60,10 85,20 1,42 23,55
TR [1,0ug] 65,90 397,40 6,03 100,00
G345R [1,0ug] 53,20 65,60 1,23 20,45
TR [2,0ug] 90,80 337,40 3,72 61,62
TR + G345R (1:1) 58,40 218,30 3,74 61,99
TR [1,0ug] 95,10 381,30 4,01 66,49
TR + G345R (1:5) 55,30 88,90 1,61 26,66
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Tabela 3: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em TSH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 192,7 157,5 -18,28% 89,35
TR [1,0ug] 326,4 259,6 -20,46% 100,00
F451X [1,0ug] 314,0 288,7 -8,07% 39,44
TR [2,0ug] 510,10 351,85 -31,02% 151,61
TR + F451X (1:1) 518,60 390,90 -24,62% 120,33
TR [6,0ug] 764,1 468,6 -38,67% 189,00
TR + F451X (1:5) 595,30 507,30 -14,78% 72,24
Experimento # 02

sem TR 170,8 165,60 -3,04% 8,39
TR [1,0ug] 384,90 245,45 -36,23% 100,00
F451X [1,0ug] 340,65 310,40 -8,88% 24,51
TR [2,0ug] 331,0 2475 -25,23% 69,64
TR + F451X (1:1) 361,85 275,80 -23,78% 65,64
TR [6,0ug] 523,8 303,6 -42,04% 116,04
TR + F451X (1:5) 845,1 751,3 -11,10% 30,64
Experimento # 03

sem TR 973,6 941,15 -3,33% 9,94
TR [1,0ug] 970,55 645,30 -33,51% 100,00
F451X [1,0ug] 1596,45 1380,2 -13,55% 40,44
TR [2,0ug] 2210,7 1431,4 -35,25% 105,19
TR + F451X (1:1) 2751,65 1941,95 -29,43% 87,82
TR [6,0ug] 2153,1 1498,4 -30,41% 90,75
TR + F451X (1:5) 1941,50 1755,20 -9,60% 28,65
Experimento # 04

sem TR 382,47 317,73 -16,93% 59,51
TR [1,0ug] 527,27 377,37 -28,45% 100,00
F451X [1,0ug] 527,30 494,63 -6,20% 21,79
TR [2,0ug] 1522,77 778,50 -48,88% 171,81
TR + F451X (1:1) 776,07 509,93 -34,29% 120,53
TR [6,0ug] 1308,43 655,10 -49,93% 175,50
TR + F451X (1:5) 1102,30 867,40 -21,31% 74,90
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Experimento # 05

sem TR 329,90 328,70 -0,36% 1,02
TR [1,0ug] 944,00 609,43 -35,44% 100,00
F451X [1,0ug] 1041,30 899,30 -13,64% 38,49
TR [2,0ug] 815,03 540,07 -33,74% 95,20
TR+ F451X (1:1)  1464,05  1127,20 -23,01% 64,93
TR [6,0ug] 1855,57 967,63 -47,85% 135,02
TR+ F451X (1:5) 104025  1024,00 -1,56% 4,40
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Tabela 4: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
G345R em TSH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 267,53 247,90 -7,34% 21,96
TR [1,0ug] 643,70 428,50 -33,43% 100,00
G345R [1,0ug] 352,87 283,10 -19,77% 59,14
TR [2,0ug] 1117,70 593,97 -46,86% 140,17
TR + G345R (1:1) 656,50 430,23 -34,47% 103,11
TR [6,0ug] 1919,23 749,17 -60,97% 182,38
TR + G345R (1:5) 815,33 412,10 -49,46% 147,95
Experimento # 02

sem TR 343,17 273,60 -20,27% 52,90
TR [1,0ug] 587,30 362,23 -38,32% 100,00
G345R [1,0ug] 392,47 311,10 -20,73% 54,10
TR [2,0ug] 976,93 453,17 -53,61% 139,90
TR + G345R (1:1) 767,70 386,50 -49,65% 129,57
TR [6,0ug] 655,30 622,50 -5,01% 13,07
TR + G345R (1:5) 1623,47 660,57 -59,31% 154,78
Experimento # 03

sem TR 961,47 900,50 -6,34% 15,16
TR [1,0ug] 1760,10 1023,93 -41,83% 100,00
G345R [1,0ug] 675,03 557,17 -17,46% 41,74
TR [2,0ug] 776,23 459,70 -40,78% 97,49
TR + G345R (1:1) 403,17 264,43 -34,41% 82,26
TR [6,0ug] 1377,40 707,03 -48,67% 116,35
TR + G345R (1:5) 905,90 652,77 -27,94% 66,79
Experimento # 04

sem TR 884,2 767,2 -13% 31,43
TR [1,0ug] 2267,4 1329,7 -41,36% 100,00
G345R [1,0ug] 989,2 796,1 -19,52% 47,20
TR [2,0ug] 1647,5 999,3 -39,35% 95,14
TR + G345R (1:1) 1910,2 1179,3 -38,26% 92,50
TR [6,0ug] 3320,6 1777,9 -46,46% 112,33
TR + G345R (1:5) 2748,6 2348,5 -14,56% 35,20
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Experimento # 05

sem TR 1101,53 868,00 -21,20% 36,04
TR [1,0ug] 1891,23 778,80 -58,82% 100,00
G345R [1,0ug] 943,10 777,47 -17,56% 29,85
TR [2,0ug] 1522,77 778,50 -48,88% 83,10
TR+ G345R (1:1)  1817,63  1035,75 -43,02% 73,14
TR [6,0ug] 3320,63  1777,93 -46,46% 78,99
TR+ G345R (1:5) 355540  2646,80 -25,56% 43,45

Experimento # 06

sem TR 884,17 767,17 -13,23% 31,99
TR [1,0ug] 2267,43  1329,73 -41,36% 100,00
G345R [1,0ug] 1020,00 967,30 -5,17% 12,50
TR [2,0ug] 1647,47 999,27 -39,35% 95,14
TR+G345R (1:1)  1910,17  1179,27 -38,26% 92,50
TR [6,0ug] 3320,63  1777,93 -46,46% 112,33
TR+ G345R (1:5) 274860  2348,50 -14,56% 35,20

Experimento # 07

sem TR 248,23 198,90 -19,87% 75,21
TR [1,0ug] 360,03 264,90 -26,42% 100,00
G345R [1,0ug] 319,97 312,00 -2,49% 9,42

TR [2,0ug] 318,50 242,10 -23,99% 90,80
TR+ G345R (1:1) 400,60 310,30 -22,54% 85,31
TR [6,0ug] 610,97 378,33 -38,08% 144,13
TR+ G345R (1:5) 344,60 311,30 -9,66% 36,56

Experimento # 08

sem TR 216,50 200,23 -7,51% 19,22
TR [1,0ug] 599,70 365,40 -39,07% 100,00
G345R [1,0ug] 329,03 297,57 -9,56% 24,47
TR [2,0ug] 679,90 446,40 -34,34% 87,89
TR+ G345R (1:1) 621,73 425,00 -31,64% 80,98
TR [6,0ug] 994,57 565,73 -43,12% 110,37
TR+ G345R (1:5) 822,40 737,10 -10,37% 26,54
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Tabela 5: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em TRH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 768,67 632,37 -17,73% 26,17
TR [2,0ug] 2711,33 874,40 -67,75% 100,00
F451X [2,0ug] 2262,23 1682,83 -25,61% 37,80
TR [4,0ug] 3364,40 868,53 -74,18% 109,49
TR + F451X (1:1) 3464,00 857,47 -75,25% 111,07
TR [12,0ug] 11381,03  1260,53 -88,92% 131,25
TR + F451X (1:5) 8326,73 1924,87 -76,88% 113,48
Experimento # 02

sem TR 0,00
TR [2,0ug] 878,90 501,97 -42,89% 100,00
F451X [2,0ug] 1268,47 1152,43 -9,15% 21,33
TR [4,0ug] 1419,67 565,70 -60,15% 140,24
TR + F451X (1:1) 2278,07 967,07 -57,55% 134,18
TR [12,0ug] 5113,10 1184,07 -76,84% 179,16
TR + F451X (1:5) 4358,00 1603,37 -63,21% 147,38
Experimento # 03

sem TR 0,00
TR [2,0ug] 2164,40 1192,57 -44,90% 100,00
F451X [2,0ug] 2208,33 2348,07 0,0% 0,00
TR [4,0ug] 2953,67 1851,10 -37,33% 83,14
TR + F451X (1:1) 1724,83 915,50 -46,92% 104,50
TR [12,0ug] 3210,10 1206,33 -62,42% 139,02
TR + F451X (1:5) 3184,83 1231,93 -61,32% 136,57
Experimento # 04

sem TR 0,00
TR [2,0ug] 1880,67 689,43 -63,34% 100,00
F451X [2,0ug] 1547,73 983,40 -36,46% 57,56
TR [4,0ug] 2359,17 904,43 -61,66% 97,35
TR + F451X (1:1) 2226,60 863,47 -61,22% 96,65
TR [12,0ug] 7792,23 1406,07 -81,96% 129,40
TR + F451X (1:5) 3929,70 1444,50 -63,24% 99,84
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Experimento # 05

sem TR 549,43 528,90 -3,74% 16,45
TR [2,0ug] 3851,30 2975,67 -22,74% 100,00
F451X [2,0ug] 2138,73 1785,50 -16,52% 72,65
TR [4,0ug] 2622,53 1033,80 -60,58% 266,40
TR + F451X (1:1) 2304,90 1076,50 -53,30% 234,39
TR [12,0ug] 3904,57 1244,87 -68,12% 299,56
TR + F451X (1:5) 5390,83 1844,83 -65,78% 289,27
Experimento # 06
sem TR 864,57 643,57 -25,56% 66,77
TR [2,0ug] 2869,40 1770,97 -38,28% 100,00
F451X [2,0ug] 1644,80 1279,27 -22,22% 58,05
TR [4,0ug] 5058,57 2836,37 -43,93% 114,76
TR + F451X (1:1) 3919,13 2366,93 -39,61% 103,47
TR [12,0ug] 2631,00 740,67 -71,85% 187,70
TR + F451X (1:5) 2194,20 1071,40 -51,17% 133,67
Experimento # 07
sem TR 429,5 295,9 -31,00% 74,68
TR [1,0ug] 582,4 340,6 -41,51% 100,00
F451X [1,0ug] 878,55 775,50 -11,73% 28,26
TR [2,0ug] 691,6 327,0 -52,71% 126,98
TR + F451X (1:1) 764,5 392,9 -48,61% 117,10
TR [6,0ug] 1415,4 498,6 -64,77% 156,03
TR + F451X (1:5) 21145 1102,9 -47,84% 115,25
Experimento # 08
sem TR 213,5 201,7 -5,00% 10,64
TR [1,0ug] 931,7 493,8 -47,00% 100,00
F451X [1,0ug] 1069,15 945,70 -11,55% 24,57
TR [2,0ug] 2231,9 810,6 -63,68% 135,49
TR + F451X (1:1) 2793,1 1266,4 -54,66% 116,30
TR [6,0ug] 1484,5 619,7 -58,26% 123,96
TR + F451X (1:5) 2836,10 1663,05 -41,36% 88,00
Experimento # 09
sem TR 260,3 232,1 -11,00% 17,04
TR [1,0ug] 778,1 275,8 -64,55% 100,00
F451X [1,0ug] 878,55 775,50 -11,73% 18,17
TR [2,0ug] 1724,4 947,8 -45,04% 69,78
TR + F451X (1:1) 2266,1 1372,5 -39,43% 61,08
TR [6,0ug] 2754,4 1267,9 -53,97% 83,61
TR + F451X (1:5) 3516,20 2231,50 -36,54% 56,61
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Tabela 6: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
G345R em TRH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 0,00
TR [2,0ug] 1025,07 407,57 -60,24% 100,00
G345R [2,0 ug] 667,43 437,57 -34,44% S57,17
TR [4,0ug] 1295,27 399,43 -69,16% 114,81
TR + G345R (1:1) 875,60 308,43 -64,77% 107,52
TR [12,0ug] 2835,40 473,57 -83,30% 138,28
TR + G345R (1:5) 1636,77 445,30 -72,79% 120,83
Experimento # 02

sem TR 0,00
TR [2,0ug] 1448,10 398,73 -72,47% 100,00
G345R [2,0 ug] 1283,97 908,03 -29,28% 40,40
TR [4,0ug] 6342,27 3434,97 -45,84% 63,25
TR + G345R (1:1) 1095,13 433,03 -60,46% 83,43
TR [12,0ug] 4900,67 1315,83 -73,15% 100,94
TR + G345R (1:5) 1127,13 361,40 -67,94% 93,75
Experimento # 03

sem TR 549,43 528,90 -3,74% 16,45
TR [2,0ug] 3851,30 2975,67 -22,74% 100,00
G345R [2,0 ug] 1007,87 1084,73 7,62% -33,51
TR [4,0ug] 2622,53 1033,80 -60,58% 266,40
TR + G345R (1:1) 1887,13 854,77 -54,71% 240,59
TR [12,0ug] 3904,57 1244,87 -68,12% 299,56
TR + G345R (1:5) 2384,50 933,90 -60,83% 267,50
Experimento # 04

sem TR 864,57 643,57 -25,56% 66,77
TR [2,0ug] 2869,40 1770,97 -38,28% 100,00
G345R [2,0 ug] 1557,97 1278,07 -17,97% 46,94
TR [4,0ug] 5058,57 2836,37 -43,93% 114,76
TR + G345R (1:1) 2832,40 1545,07 -45,45% 118,73
TR [12,0ug] 2631,00 740,67 -71,85% 187,70
TR + G345R (1:5) 1289,00 941,17 -58,02% 151,57
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Experimento # 05

sem TR 4367,5 4018,7 -8,00% 26,24
TR [2,0ug] 44339 3082,2 -30,49% 100,00
G345R [2,0 ug] 4656,30  4361,10 -6,34% 20,79
TR [4,0ug] 10444,4  7509,50 -28,10% 92,16
TR+ G345R (1:1)  9682,65 7204,5 -25,59% 83,93
TR [12,0ug] 23037,4 151157 -34,39% 112,79
TR+ G345R (1:5) 1477650  10990,2 -25,62% 84,03

Experimento # 06

sem TR 205,2 206,3 0,52% 1,34
TR [2,0ug] 456,5 279,5 -38,77% 100,00
G345R [2,0 ug] 352,90 327,1 -7,31% 18,85
TR [4,0ug] 606,83 468,8 -22,74% 58,65
TR+ G345R (1:1) 845,55 678,0 -19,82% 51,12
TR [12,0ug] 1585,4 1088,5 -31,35% 80,36
TR + G345R (1:5)  1088,3 801,7 -26,33% 67,91

Experimento # 07

sem TR 205,6 161,2 -22,00% 65,46
TR [2,0ug] 312,2 207,2 -33,61% 100,00
G345R [2,0 ug] 366,05 337,70 -7,74% 23,03
TR [4,0ug] 634,90 360,0 -43,30% 128,83
TR+ G345R (1:1) 574,70 334,75 -41,75% 124,22
TR [12,0ug] 1292,6 709,0 -45,15% 134,34
TR+ G345R (1:5)  1751,5 1113,40 -36,43% 108,39
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Tabela 7: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em AP-1 [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 270,17 260,43 -3,60% 7,50
TR [1,0ug] 644,37 334,87 -48,03% 100,00
F451X [1,0 ug] 841,95 783,90 -6,89% 14,35
TR [2,0ug] 1971,40 774,77 -60,70% 126,38
TR + F451X (1:1) 1002,40 430,77 -57,03% 118,74
TR [6,0ug] 2001,90 892,63 -55,41% 115,37
TR + F451X (1:5) 2648,30 1404,73 -46,96% 97,77
Experimento # 02

sem TR 493,10 475,30 -3,61% 5,89
TR [1,0ug] 797,20 308,23 -61,34% 100,00
F451X [1,0 ug] 707,30 703,30 -0,57% 0,93
TR [2,0ug] 676,95 382,75 -43,46% 70,85
TR + F451X (1:1) 1596,90 696,63 -56,38% 91,91
TR [6,0ug] 2521,93 1066,57 -57,71% 94,08
TR + F451X (1:5) 1343,17 702,50 -47,70% 77,76
Experimento # 03

sem TR 177,73 157,50 -11,38% 24,95
TR [1,0ug] 2442,13 1328,23 -45,61% 100,00
F451X [1,0 ug] 362,77 353,30 -2,61% 5,72
TR [2,0ug] 650,00 388,53 -40,23% 88,20
TR + F451X (1:1) 996,17 581,30 -41,65% 91,32
TR [6,0ug] 2564,17 1302,90 -49,19% 107,85
TR + F451X (1:5) 2898,73 1906,20 -34,24% 75,07
Experimento # 04

sem TR 172,13 167,60 -2,63% 6,09
TR [1,0ug] 280,30 159,33 -43,16% 100,00
F451X [1,0 ug] 230,27 208,27 -9,55% 22,13
TR [2,0ug] 355,40 207,07 -41,74% 96,71
TR + F451X (1:1) 276,53 163,33 -40,94% 94,86
TR [6,0ug] 357,80 198,30 -44,58% 103,29
TR + F451X (1:5) 709,70 455,35 -35,84% 83,04
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Tabela 8: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
G345R em AP-1 [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em relacéo
sem T3 com T3 Represséo ao TRalwt (1,0ug)

Experimento # 01

sem TR 85,87 72,0 -16,15% 40,83
TR [1,0ug] 119,33 72,13 -39,55% 100,00
G345R [1,0 ug] 86,80 85,73 -1,23% 3,11
TR [2,0ug] 146,97 82,27 -44,02% 111,30
TR + G345R (1:1) 102,80 60,53 -41,12% 103,97
TR [6,0ug] 172,93 70,13 -59,44% 150,29
TR + G345R (1:5) 94,13 54,27 -42,35% 107,08
Experimento # 02

sem TR 68,93 57,87 -16,05% 33,17
TR [1,0ug] 152,13 78,53 -48,38% 100,00
G345R [1,0 ug] 91,07 75,47 -17,13% 35,40
TR [2,0ug] 370,77 119,20 -67,85% 140,24
TR + G345R (1:1) 127,20 71,47 -43,82% 90,57
TR [6,0ug] 499,03 132,27 -73,50% 151,92
TR + G345R (1:5) 97,47 54,27 -44,32% 91,60
Experimento # 03

sem TR 90,67 89,20 -1,62% 3,42
TR [1,0ug] 237,50 125,10 -47,33% 100,00
G345R [1,0 ug] 132,53 118,53 -10,56% 22,31
TR [2,0ug] 312,53 140,27 -55,12% 116,46
TR + G345R (1:1) 239,87 129,73 -45,91% 96,99
TR [6,0ug] 700,67 222,43 -68,25% 144,20
TR + G345R (1:5) 436,50 206,53 -52,68% 111,30
Experimento # 04

sem TR 184,00 160,27 -12,90% 31,10
TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00
G345R [1,0ug] 287,40 254,00 -11,62% 28,02
TR [2,0ug] 714,90 302,30 -57,71% 139,16
TR + G345R (1:1) 513,50 290,60 -43,41% 104,67
TR [6,0ug] 1577,73 667,06 -57,72% 139,18
TR + G345R (1:5) 767,70 467,17 -39,15% 94,40
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Experimento # 05

sem TR 546,90 447,17 -18,24% 47,09
TR [1,0ug] 533,97 327,17 -38,73% 100,00
G345R [1,0ug] 287,40 254,00 -11,62% 30,00
TR [2,0ug] 761,43 329,40 -56,74% 146,50
TR + G345R (1:1) 513,50 290,60 -43,41% 112,08
TR [6,0ug] 1363,53 597,03 -56,21% 145,13
TR + G345R (1:5) 1192,40 804,50 -32,53% 83,99
Experimento # 06

sem TR 270,17 260,43 -3,60% 8,68

TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00
G345R [1,0ug] 215,45 190,00 -11,81% 28,48
TR [2,0ug] 740,00 364,30 -50,77% 122,42
TR + G345R (1:1) 742,13 428,90 -42,21% 101,78
TR [6,0ug] 1577,73 667,06 -57,72% 139,18
TR + G345R (1:5) 736,70 480,80 -34,74% 83,77
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Tabela 9: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em F2 variando a concentracdo de Ts.

LEITURA DA LUCIFERASE

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 94,50 118,50 96,40
107%™ 120,60 158,60 112,40
10°M 120,60 167,20 159,70
10°Mm 267,30 447,10 274,50
10™™M 602,00 1240,20 677,70
10°M 738,00 1500,50 817,20
F451X (2,0ug)
0 86,30 71,60 68,90
10%°m 85,50 71,90 62,70
10°M 100,40 80,80 70,70
10°Mm 112,20 91,20 84,90
10'M 120,80 87,90 87,60
10°Mm 115,10 91,30 96,00
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)
0 96,00 80,40 79,90
10°m 103,10 82,50 78,00
10°M 113,40 89,30 89,10
10°M 163,60 130,60 111,70
10'M 222,50 180,90 162,90
10°Mm 240,60 198,70 161,70

TAXA DE ATIVACAO

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 1,00 1,00 1,00
10™°Mm 1,28 1,34 1,17
10°M 1,28 1,41 1,66
10%M 2,83 3,77 2,85
10'M 6,37 10,47 7,03
10°M 7,81 12,66 8,48
F451X (2,0ug)
0 1,00 1,00 1,00
101°Mm 0,99 1,00 0,91
10°M 1,16 1,13 1,03
10M 1,30 1,27 1,23
10'M 1,40 1,23 1,27
10°M 1,33 1,28 1,39
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TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

0 1,00 1,00 1,00

101°Mm 1,07 1,03 0,98
10°M 1,18 1,11 1,12
10%M 1,70 1,62 1,40
10'M 2,32 2,25 2,04
10°M 2,51 2,47 2,02

EC50

TRalwt (2,0ug) 3,2200.10° M

F451X (2,0ug) 1,6810.10° M

TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug) 1,3800.10° M

RESPOSTA MAXIMA (TAXA DE ATIVACAO)

TRalwt (2,0ug)

Média 9,643
Desvio Padrdo 2,634
Erro Padrao da Média 1,521
F451X (2,0ug)

Média 1,330
Desvio Padrdo 0,060
Erro Padrao da Média 0,035
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

Média 2,317
Desvio Padrdo 0,259
Erro Padrao da Média 0,150
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Tabela 10: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o0 mutante
F451X em TRH variando a concentracdo de Ts.

LEITURA DA LUCIFERASE

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 1001,93 3513,47 783,83
101°Mm 1106,63 3683,90 618,87
10°M 999,20 3624,30 683,63
10M 624,63 3024,60 505,57
10'M 452,63 2507,63 440,87
10°M 521,70 243227 423,67
F451X (2,0ug)
0 1089,53 1809,73 801,67
10™°Mm 1131,07 1727,43 756,70
10°M 1083,63 1443,77 798,13
10%M 1082,60 1391,60 737,63
10'M 1049,23 1427,97 755,93
10°M 947,33 1443,70 566,83
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)
0 971,33 1953,13 589,87
10™°Mm 1088,20 2145,43 439,13
10°M 873,47 1938,87 551,70
10%M 623,97 1599,43 492,23
10'M 443,30 1323,80 326,13
10°M 439,83 1232.20 297,73
PERCENTUAL DE ATIVACAO
Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10™°Mm 110,45 104,85 78,95
10°M 99,73 103,15 87,22
10M 62,34 86,09 64,50
10'M 45,18 71,37 56,24
10°M 52,07 69,23 54,05
F451X (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10™°Mm 103,81 95,45 94,39
10°M 99,46 79,78 99,56
10%M 99,36 76,90 92,01
10'M 96,30 78,90 94,30
10°M 86,95 79,77 70,71
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TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

0 100,00 100,00 100,00

10™°Mm 112,03 109,85 74,45
10°M 89,92 99,27 93,53
10M 64,24 81,89 83,45
10'M 45,64 67,78 55,29
10°M 45,28 63,09 50,47

EC50

TRalwt (2,0ug) 4,6870.10° M

F451X (2,0ug) 1,4360.10° M

TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug) 5,8890.10° M

RESPOSTA MAXIMA (PERCENTUAL DE REPRESSAQ)

TRalwt (2,0ug)

Média 41,55
Desvio Padrdo 9,388
Erro Padrao da Média 5,420
F451X (2,0ug)

Média 20,86
Desvio Padrdo 8,138
Erro Padrao da Média 4,699
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

Média 47,05
Desvio Padrdo 9,160
Erro Padrao da Média 5,288
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Tabela 11: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante

G345R em TRH variando a concentragéo de Ts.

LEITURA DA LUCIFERASE

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 10323,63 3924,03 8331,17
10°m 6416,13 3924,77 8442,83
10°M 8407,00 3710,83 6549,30
10°M 5611,90 2605,77 4500,20
10'M 4620,07 2021,23 3704,43
10°Mm 4102,90 2209,53 3540,73
G345R (2,0ug)
0 6995,60 2564,10 5319,60
10%°m 6469,03 2433,77 4450,73
10°M 7696,73 2326,37 4839,83
10°Mm 6237,97 2237,43 4754,57
10™™M 6059,03 2346,10 4457 50
10°Mm 5144,97 2046,73 4109,40
TRAalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)
0 2912,07 1577,87 8649,43
10°m 2160,23 1544,27 9492,47
10°M 2357,57 1484,67 6140,97
10°M 1919,00 1103,50 4332,50
10'M 1578,13 757,03 4916,57
10°M 1438,00 804,07 4272,90
PERCENTUAL DE ATIVACAO
Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10°m 62,15 100,02 101,34
10°M 81,43 94,57 78,61
10°M 54,36 66,41 54,02
10'M 44,75 51,51 44,46
10°M 39,74 56,31 42,50
G345R (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10°m 92,47 94,92 83,67
10°M 110,02 90,73 90,98
10°Mm 89,17 87,26 89,38
10"™M 86,61 91,50 83,79
10°Mm 73,55 79,82 77,25
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TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)

0 100,00 100,00 100,00

10™°Mm 74,18 97,87 109,75
10°M 80,96 94,09 71,00
10%M 65,90 69,94 50,09
10'M 54,19 47,98 56,84
10°M 49,38 50,96 49,40

1C50

TRalwt (2,0ug) 3,4230.10° M

G345R (2,0ug) 1,2560.10" M

TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug) 2,1380.10° M

RESPOSTA MAXIMA (PERCENTUAL DE REPRESSAQ)

TRalwt (2,0ug)

Média 53,83
Desvio Padrdo 8,887
Erro Padrao da Média 5,131
G345R (2,0ug)

Média 23,10
Desvio Padrdo 3,119
Erro Padrao da Média 1,801
TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)

Média 50,07
Desvio Padrdo 0,9238
Erro Padrao da Média 0,5333
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Tabela 12: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
F451X em AP-1 variando a concentragéo de Ts.

LEITURA DA LUCIFERASE

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 568,50 711,47 493,77
10°m 611,73 705,30 500,90
10°M 598,30 720,50 481,57
10°M 469,03 616,90 346,30
10™™M 350,90 405,43 251,60
10°M 351,93 315,63 218,93
F451X (2,0ug)
0 400,90 815,03 347,67
10°m 406,37 722,37 342,07
10°M 401,03 718,50 348,33
10°Mm 391,57 756,37 332,90
10'M 370,37 740,10 279,73
10°Mm 378,23 616,27 298,23
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)
0 612,50 603,23 407,97
10°m 674,13 741,30 393,83
10°M 703,40 732,37 421,70
10°M 406,50 522,90 246,70
10™™M 362,10 395,43 247 47
10°Mm 316,43 324,20 234,67

PERCENTUAL DE ATIVACAO

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
107%™ 107,60 99,13 101,44
10°M 105,24 101,27 97,53
10°M 82,50 86,71 70,13
10'M 61,72 56,99 50,96
10°Mm 61,91 44,36 44,34
F451X (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10°m 101,36 88,63 98,39
10°M 100,03 88,16 100,19
10°Mm 97,67 92,80 95,75
10"™M 92,38 90,81 80,46
10°M 94,35 75,61 85,78
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TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

0 100,00 100,00 100,00
10™°Mm 110,06 122,89 96,54
10°M 114,84 121,41 103,37
10%M 66,37 86,68 60,47
10'M 59,12 65,55 60,66
10°M 51,66 53,74 57,52
1C50
TRalwt (2,0ug) 1,4110.10°M
F451X (2,0ug) 3,7080.10° M

TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)  1,0350.10°M

RESPOSTA MAXIMA (PERCENTUAL DE REPRESSAQ)

TRalwt (2,0ug)

Média 49,80
Desvio Padrdo 10,13
Erro Padrao da Média 5,850
F451X (2,0ug)

Média 14,77
Desvio Padrdo 9,363
Erro Padrao da Média 5,406
TRalwt (1,0ug) + F451X (1,0ug)

Média 45,70
Desvio Padrdo 2,946
Erro Padrao da Média 1,701
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Tabela 13: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante
G345R em AP-1 variando a concentragéo de Ts.

LEITURA DA LUCIFERASE

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 658,63 637,03 575,57
10°m 628,77 695,47 554,50
10°M 623,60 615,43 517,83
10°Mm 397,37 460,90 393,83
10™™M 300,83 306,33 306,57
10°M 258,03 306,47 274,67
G345R (2,0ug)
0 386,63 424,97 460,10
10"°M 384,23 412,37 464,10
10°M 382,77 389,70 397,43
10°Mm 317,30 422,50 440,03
10™™M 359,17 338,33 400,77
10°M 328,87 388,57 375,57
TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)
0 360,23 561,03 517,83
10%°m 380,87 567,57 336,20
10°M 468,10 494,90 302,09
10°M 323,50 363,97 275,29
10™™M 196,93 235,07 233,44
10°Mm 214,30 266,27 214,74

PERCENTUAL DE ATIVACAO

Ts Experimento #01 Experimento #02 Experimento #03
TRalwt (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
10°m 95,47 109,17 96,34
10°M 94,68 96,61 89,97
10°M 60,33 72,35 68,43
10"™M 45,68 48,09 53,26
10°Mm 39,18 48,11 47,72
G345R (2,0ug)
0 100,00 100,00 100,00
107%™ 99,38 97,04 100,87
10°M 99,00 91,70 86,38
10°Mm 82,07 99,42 95,64
10"™M 92,90 79,61 87,10
10°M 85,06 91,43 81,63
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TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)

0 100,00 100,00 100,00

101°Mm 105,73 101,16 87,24
10°M 129,94 88,21 76,70
10%M 89,80 64,87 58,09
10'M 54,67 41,90 51,38
10°M 59,49 47 46 42,29

1C50

TRalwt (2,0ug) 6,6860.10° M

G345R (2,0ug) 8,9610.10"° M

TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug) 6,4480.10° M

RESPOSTA MAXIMA (PERCENTUAL DE REPRESSAQ)

TRalwt (2,0ug)

Média 55,00
Desvio Padrdo 5,027
Erro Padrao da Média 2,902
G345R (2,0ug)

Média 13,97
Desvio Padrdo 4,966
Erro Padrao da Média 2,867
TRalwt (1,0ug) + G345R (1,0ug)

Média 50,23
Desvio Padrdo 8,821
Erro Padrao da Média 5,093
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Tabela 14 : Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TRa1 nativo com o mutante
F451X em TRH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 429,5 295,9 -31,00% 74,68%
TR [1,0ug] 582,4 340,6 -41,51% 100,00%
F451X [1,0ug] 878,55 775,50 -11,73% 28,26%
TR + F451X (1:1) 764,5 392,9 -48,61% 117,10%
TR + F451X (1:5) 21145 1102,9 -47,84% 115,25%
TR + F451 X (1:10) 5897,30 4059,90 -31,16% 75,07%
EXPERIMENTO # 02
sem TR 213,5 201,7 -5,00% 10,64%
TR [1,0ug] 931,7 493,8 -47,00% 100,00%
F451X [1,0ug] 1069,15 945,70 -11,55% 24,57%
TR + F451X (1:1) 2793,1 1266,4 -54,66% 116,30%
TR + F451X (1:5) 2836,10 1663,05 -41,36% 88,00%
TR + F451 X (1:10) 5495,40 3046,90 -44,56% 94,81%
EXPERIMENTO # 03
sem TR 260,3 232,1 -11,00% 20,16%
TR [1,0ug] 778,1 353,60 -54,56% 100,00%
F451X [1,0ug] 878,55 775,50 -11,73% 21,50%
TR + F451X (1:1) 2266,1 1372,5 -39,43% 72,27%
TR + F451X (1:5) 3516,20 2231,50 -36,54% 66,97%
TR + F451 X (1:10) 6682,00 4337,20 -35,09% 64,31%
142

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Tabela 15 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante
G345R em TRH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 4367,5 4018,7 -8,00% 26,24%
TR [1,0ug] 4433,9 3082,2 -30,49% 100,00%
G345R [1,0ug] 4656,30 4361,10 -6,34% 20,79%
TR + G345R (1:1) 9682,65 7204,5 -25,59% 83,93%
TR + G345R (1:5) 14776,50 10990,2 -25,62% 84,03%
TR + G345R (1:10) 27443,30  19234,50 -29,91% 98,10%
EXPERIMENTO # 02
sem TR 205,2 180,8 -11,89% 30,67%
TR [1,0ug] 456,5 279,5 -38,77% 100,00%
G345R [1,0ug] 352,90 327,1 -7,31% 18,85%
TR + G345R (1:1) 1053,00 678,0 -35,62% 91,88%
TR + G345R (1:5) 1108,80 773,50 -30,24% 78,00%
TR + G345R (1:10) 1699,65 1242,60 -26,89% 69,36%
EXPERIMENTO # 03
sem TR 195,6 166,6 -14,83% 38,16%
TR [1,0ug] 327,45 200,20 -38,86% 100,00%
G345R [1,0ug] 366,05 337,70 -7,74% 19,92%
TR + G345R (1:1) 574,70 334,75 -41,75% 107,44%
TR + G345R (1:5) 1751,5 1113,40 -36,43% 93,75%
TR + G345R (1:10) 1530,35 1045,8 -31,66% 81,47%
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Tabela 16 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante
F451X em AP-1 [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relagcdo ao TRalwt

EXPERIMENTO # 01

sem TR 546,90 447,17 -18,24% 37,91%
TR [1,0ug] 665,90 345,50 -48,12% 100,00%
F451X [1,0ug] 841,95 783,90 -6,89% 14,32%
TR + F451X (1:1) 1112,33 551,50 -50,42% 104,78%
TR + F451X (1:5) 1546,45 798,90 -48,34% 100,46%
TR + F451 X (1:10) 1476,85 831,20 -43,72% 90,86%
EXPERIMENTO # 02

sem TR 493,1 434,9 -11,80% 24,57%
TR [1,0ug] 644,37 334,87 -48,03% 100,00%
F451X [1,0ug] 633,17 730,37 15,35% -31,96%
TR + F451X (1:1) 734,70 323,05 -56,03% 116,66%
TR + F451X (1:5) 900,90 427,25 -52,58% 109,47%
TR + F451 X (1:10) 837,10 425,30 -49,19% 102,42%
EXPERIMENTO # 03

sem TR 172,13 158,20 -8,09% 18,74%
TR [1,0ug] 280,30 159,33 -43,16% 100,00%
F451X [1,0ug] 230,27 208,27 -9,55% 22,13%
TR + F451X (1:1) 276,53 155,00 -43,95% 101,83%
TR + F451X (1:5) 709,70 455,35 -35,84% 83,04%
TR + F451 X (1:10) 441,70 246,60 -44,17% 102,34%
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Tabela 17 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante
G345R em AP-1 [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relagcdo ao TRalwt

EXPERIMENTO # 01

sem TR 184,00 160,27 -12,90% 31,11%
TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00%
G345R [1,0ug] 287,40 254,00 -11,62% 28,02%
TR + G345R (1:1) 513,50 290,60 -43,41% 104,68%
TR + G345R (1:5) 767,70 467,17 -39,15% 94,41%
TR + G345R (1:10) 834,30 574,50 -31,14% 75,09%
EXPERIMENTO # 02

sem TR 546,90 447,17 -18,24% 47,10%
TR [1,0ug] 533,97 327,17 -38,73% 100,00%
G345R [1,0ug] 287,40 254,00 -11,62% 30,00%
TR + G345R (1:1) 513,50 290,60 -43,41% 112,08%
TR + G345R (1:5) 1192,40 804,50 -32,53% 83,99%
TR + G345R (1:10) 874,05 529,50 -39,42% 101,78%
EXPERIMENTO # 03

sem TR 270,17 260,43 -3,60% 8,68%
TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00%
G345R [1,0ug] 215,45 190,00 -11,81% 28,48%
TR + G345R (1:1) 742,13 428,90 -42,21% 101,78%
TR + G345R (1:5) 736,70 480,80 -34,74% 83,77%
TR + G345R (1:10) 1097,40 827,45 -24,60% 59,32%
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Tabela 18: Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TR&1 nativo com o mutante

F451X e L422R/F451X em TSH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 192,7 157,5 -18,28% 78,90%
TR [1,0ug] 337,90 259,6 -23,17% 100,00%
F451X [1,0ug] 314,0 288,7 -8,07% 34,83%
L422R [1,0ug] 522,1 508,23 -2,66% 11,48%
L422R/F451X [1,0ug] 466,50 437,30 -6,26% 27,02%
TR [2,0ug] 510,10 351,85 -31,02% 133,88%
TR + F451X (1:1) 518,60 390,90 -24,62% 106,26%
TR + L422R/F451X (1:1) 451,03 285,25 -36,76% 158,65%
TR [6,0ug] 764,1 468,6 -38,67% 166,90%
TR + F451X (1:5) 595,30 507,30 -14,78% 63,79%
TR + L422R/F451X (1:5) 769,4 550,30 -28,48% 122,92%
TR [11,0ug] 892,8 478,5 -46,41% 200,30%
TR + F451 X (1:10) 1777,9 1630,6 -8,29% 35,78%
TR + L422R/FA51X(1:10) 782,50 631,6 -19,29% 83,25%
Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 02
sem TR 170,8 165,60 -3,04% 8,39%
TR [1,0ug] 384,90 245,45 -36,23% 100,00%
F451X [1,0ug] 340,65 310,40 -8,88% 24,51%
L422R [1,0ug] 377,4 377,97 0,15% -0,41%
L422R/F451X [1,0ug] 221,6 187,2 -15,52% 42,84%
TR [2,0ug] 331,0 2475 -25,23% 69,64%
TR + F451X (1:1) 361,85 275,80 -23,78% 65,64%
TR + L422R/F451X (1:1) 460,30 343,10 -25,46% 70,27%
TR [6,0ug] 523,8 303,6 -42,04% 116,04%
TR + F451X (1:5) 845,1 751,3 -11,10% 30,64%
TR + L422R/F451X (1:5) 843,15 590,10 -30,01% 82,83%
TR [11,0ug] 1168,90 693,63 -40,66% 112,23%
TR + F451 X (1:10) 1453,50 1376,73 -5,28% 14,57%
TR + L422R/FA51X(1:10) 1157,70 926,40 -19,98% 55,15%
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Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 03
sem TR 973,6 941,15 -3,33% 9,94%
TR [1,0ug] 970,55 645,30 -33,51% 100,00%
F451X [1,0ug] 1596,45 1380,2 -13,55% 40,44%
L422R [1,0ug] 1881,5 1772,4 -5,80% 17,31%
L422R/F451X [1,0ug] 1301,8 1172,2 -9,96% 29,72%
TR [2,0ug] 2210,7 1431,4 -35,25% 105,19%
TR + F451X (1:1) 2751,65 1941,95 -29,43% 87,82%
TR + L422R/F451X (1:1) 1513,4 1053,3 -30,40% 90,72%
TR [6,0ug] 2153,1 1498,4 -30,41% 90,75%
TR + F451X (1:5) 1941,50 1755,20 -9,60% 28,65%
TR + L422R/F451X (1:5) 1868,50 1354,60 -27,50% 82,07%
TR [11,0ug] 1813,37 909,20 -49,86% 148,79%
TR + F451 X (1:10) 2025,5 1755,17 -13,35% 39,84%
TR + L422R/FA51X(1:10) 1165,8 955,05 -18,08% 53,95%
Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacéo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 04
sem TR 356,4 336,75 -5,51% 17,17%
TR [1,0ug] 555,60 377,37 -32,10% 100,00%
F451X [1,0ug] 527,30 494,63 -6,20% 19,31%
L422R [1,0ug] 542,40 507,25 -6,48% 20,19%
L422R/F451X [1,0ug] 744,70 693,77 -6,84% 21,31%
TR [2,0ug] 1522,77 778,50 -48,88% 152,27%
TR + F451X (1:1) 714,10 509,93 -28,59% 89,07%
TR + L422R/F451X (1:1) 870,90 583,60 -32,99% 102,77%
TR [6,0ug] 1308,43 655,10 -49,93% 155,55%
TR + F451X (1:5) 1102,30 967,63 -12,22% 38,07%
TR + L422R/F451X (1:5) 982,30 671,87 -31,60% 98,44%
TR [11,0ug] 1813,37 909,20 -49,86% 155,33%
TR + F451 X (1:10) 1968,33 1659,80 -15,67% 48,82%
TR + L422R/FA51X(1:10) 1257,80 949,45 -24,52% 76,39%
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Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em

sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 05
sem TR 322,15 283,70 -11,94% 33,69%
TR [1,0ug] 944,00 609,43 -35,44% 100,00%
F451X [1,0ug] 1041,30 899,30 -13,64% 38,49%
L422R [1,0ug] 689,50 647,10 -6,15% 17,35%
L422R/F451X [1,0ug] 717,90 668,47 -6,89% 19,44%
TR [2,0ug] 815,03 540,07 -33,74% 95,20%
TR + F451X (1:1) 1464,05 1127,20 -23,01% 64,93%
TR + L422R/F451X (1:1) 864,67 585,33 -32,31% 91,17%
TR [6,0ug] 1855,57 967,63 -47,85% 135,02%
TR + F451X (1:5) 1040,25 1024,00 -1,56% 4,40%
TR + L422R/F451X (1:5) 1299,37 1088,73 -16,21% 45,74%
TR [11,0ug] 1588,33 877,07 -44,78% 126,35%
TR + F451 X (1:10) 1374,60 1194,10 -13,13% 37,05%
TR + L422R/F451X(1:10) 1199,60 872,00 -27,31% 77,06%
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Tabela 19 : Resultados dos experimentos de co-transfeccdo de TRa1 nativo com o mutante
G345R e G345R/L422R em TSH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 785,90 714,90 -9,03% 15,35%
TR [1,0ug] 1891,23 778,80 -58,82% 100,00%
G345R [1,0ug] 943,10 777,47 -17,56% 29,85%
L422R [1,0ug] 1881,5 1772,4 -5,80% 9,86%
G345R/L422R [1,0ug] 576,63 589,57 2,24% -3,81%
TR [2,0ug] 1522,77 778,50 -48,88% 83,10%
TR + G345R (1:1) 1817,63 1035,75 -43,02% 73,14%
TR + G345R/L422R (1:1) 1109,83 643,40 -42,03% 71,46%
TR [6,0ug] 3320,63 1777,93 -46,46% 78,99%
TR + G345R (1:5) 3555,40 2646,80 -25,56% 43,45%
TR + G345R/L422R (1:5) 3083,53 2063,53 -33,08% 56,24%
TR [11,0ug] 1813,37 909,20 -49,86% 84,77%
TR + G345R (1:10) 3083,30 2585,25 -16,15% 27,46%
TR + G345R/L422R(1:10) 3716,20 2603,40 -29,94% 50,90%
Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 02
sem TR 884,17 767,17 -13,23% 31,99%
TR [1,0ug] 2267,43 1329,73 -41,36% 100,00%
G345R [1,0ug] 1020,00 967,30 -5,17% 12,50%
L422R [2,0ug] 1389,00 1471,10 5,91% -14,29%
G345R/L422R [2,0ug] 1344,30 1245,03 -7,38% 17,84%
TR [2,0ug] 1647,47 999,27 -39,35% 95,14%
TR + G345R (1:1) 1910,17 1224,20 -35,91% 86,82%
TR + G345R/L422R (1:1) 1945,93 1214,00 -37,61% 90,93%
TR [6,0ug] 3320,63 1777,93 -46,46% 112,33%
TR + G345R (1:5) 2748,60 2348,50 -14,56% 35,20%
TR + G345R/L422R (1:5) 2689,13 2028,60 -24,56% 59,38%
TR [11,0ug] 1485,20 1148,20 -22,69% 54,86%
TR + G345R (1:10) 1924,03 1840,60 -4,34% 10,49%
TR + G345R/L422R(1:10) 1299,20 1027,35 -20,92% 50,58%
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Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 03
sem TR 248,23 198,90 -19,87% 68,31%
TR [1,0ug] 360,03 255,30 -29,09% 100,00%
G345R [1,0ug] 327,90 312,00 -4,85% 16,67%
L422R [1,0ug] 330,40 313,30 -5,18% 17,81%
G345R/L422R [1,0ug] 387,67 353,97 -8,69% 29,87%
TR [2,0ug] 318,50 242,10 -23,99% 82,47%
TR + G345R (1:1) 400,60 310,30 -22,54% 77,48%
TR + G345R/L422R (1:1) 490,07 384,73 -21,49% 73,87%
TR [6,0ug] 610,97 378,33 -38,08% 130,90%
TR + G345R (1:5) 344,60 311,30 -9,66% 33,21%
TR + G345R/L422R (1:5) 535,20 380,60 -28,89% 99,31%
TR [11,0ug] 681,77 454,60 -33,32% 114,54%
TR + G345R (1:10) 535,30 502,63 -6,10% 20,97%
TR + G345R/L422R(1:10) 372,80 333,75 -10,47% 35,99%
Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacéo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 04
sem TR 216,50 200,23 -7,51% 19,22%
TR [1,0ug] 599,70 365,40 -39,07% 100,00%
G345R [1,0ug] 329,03 297,57 -9,56% 24,47%
L422R [1,0ug] 389,00 385,60 -0,87% 2,23%
G345R/L422R [1,0ug] 1057,40 947,83 -10,36% 26,52%
TR [2,0ug] 679,90 446,40 -34,34% 87,89%
TR + G345R (1:1) 621,73 425,00 -31,64% 80,98%
TR + G345R/L422R (1:1) 1015,80 734,10 -27,73% 70,98%
TR [6,0ug] 994,57 565,73 -43,12% 110,37%
TR + G345R (1:5) 822,40 737,10 -10,37% 26,54%
TR + G345R/L422R (1:5) 1127,30 861,50 -23,58% 60,35%
TR [11,0ug] 1057,13 569,83 -46,10% 117,99%
TR + G345R (1:10) 1355,67 1145,17 -15,53% 39,75%
TR + G345R/L422R(1:10) 1125,20 938,83 -16,56% 42,39%
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Tabela 20 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante
L422R em TSH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 216,5 200,23 -7,51% 36,71%
TR [1,0ug] 326,4 259,6 -20,46% 100,00%
L422R [1,0ug] 522,1 508,23 -2,66% 13,00%
EXPERIMENTO # 02
sem TR 163,7 202,9 23,94% -66,08%
TR [1,0ug] 384,90 245,45 -36,23% 100,00%
L422R [1,0ug] 377,4 377,97 0,15% -0,41%
EXPERIMENTO # 03
sem TR 932,8 965,0 3,44% -10,27%
TR [1,0ug] 970,55 645,30 -33,51% 100,00%
L422R [1,0ug] 1881,5 1772,4 -5,80% 17,31%
EXPERIMENTO # 04
sem TR 329,90 328,70 -0,36% 1,02%
TR [1,0ug] 944,00 609,43 -35,44% 100,00%
L422R [1,0ug] 689,50 647,10 -6,15% 17,35%
EXPERIMENTO # 05
sem TR 1101,53 868,00 -21,20% 36,04%
TR [1,0ug] 1891,23 778,80 -58,82% 100,00%
L422R [1,0ug] 1881,5 1772,4 -5,80% 9,86%
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Tabela 21 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante

L422R em TRH [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relacdo ao TRalwt
EXPERIMENTO # 01
sem TR 195,6 166,6 -14,83% 38,16%
TR [1,0ug] 327,45 200,20 -38,86% 100,00%
L422R [1,0ug] 480,23 350,25 -27,07% 69,66%
EXPERIMENTO # 02
sem TR 213,5 201,7 -5,00% 10,64%
TR [1,0ug] 931,7 493,8 -47,00% 100,00%
L422R [1,0ug] 1380,2 888,3 -35,64% 75,83%
EXPERIMENTO # 03
sem TR 260,3 232,13 -10,82% 32,19%
TR [1,0ug] 312,2 207,2 -33,61% 100,00%
L422R [1,0ug] 480,2 356,9 -25,69% 76,44%
152

PDF Creator - PDF4Free v2.0

http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Tabela 22 : Resultados dos experimentos de co-transfec¢do de TRa1 nativo com o mutante
L422R em AP-1 [4,0ug].

Leitura Leitura % Taxa de % repressdo em
sem T3 com T3 Represséo relagcdo ao TRalwt

EXPERIMENTO # 01

sem TR 546,90 447,17 -18,24% 47,10%
TR [1,0ug] 533,97 327,17 -38,73% 100,00%
L422R [1,0ug] 617,53 442,10 -28,41% 73,35%
EXPERIMENTO # 02

sem TR 426,37 495,83 16,29% -33,92%
TR [1,0ug] 644,37 334,87 -48,03% 100,00%
L422R [1,0ug] 617,53 442,10 -28,41% 59,15%
EXPERIMENTO # 03

sem TR 172,13 167,60 -2,63% 6,47%
TR [1,0ug] 268,60 159,33 -40,68% 100,00%
L422R [1,0ug] 231,20 165,20 -28,55% 70,18%
EXPERIMENTO # 04

sem TR 184,00 160,27 -12,90% 31,11%
TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00%
L422R [1,0ug] 617,53 442,10 -28,41% 68,51%
EXPERIMENTO # 05

sem TR 270,17 260,43 -3,60% 8,68%
TR [1,0ug] 377,00 220,67 -41,47% 100,00%
L422R [1,0ug] 231,20 165,20 -28,55% 68,84%
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