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RESUMO 

 

 

Relatos clínicos descrevem a existência de alterações do sistema fibrinolítico em 
pacientes com doenças da tireóide. Apesar de alguns resultados controversos, em 
geral, relata-se um risco elevado de sangramento em pacientes com hipotireoidismo e 
de trombose no hipertireoidismo. O papel do hormônio tireoideano (T3) na capacidade 
fibrinolítica ainda não está completamente estabelecido. O inibidor do ativador do 
plasminogênio (PAI-1) – inibidor fisiológico dos ativadores de plasminogênio (tipo 
tecidual e uroquinase) – é um importante inibidor do sistema fibrinolítico. 
Consequentemente, altas concentrações plasmáticos de PAI-1 correlacionam-se com 
doenças trombóticas, enquanto baixas concentrações correlacionam-se com a 
tendência ao sangramento. Considerando que o T3, ao se ligar ao receptor do hormônio 
tireoideano (TR), regula a transcrição de vários genes, o objetivo desse estudo é o de 
analisar o efeito do T3 sobre a atividade transcricional do promotor do gene PAI-1. Foi 
comparada a ação dos receptores do hormônio tireoideano (TRα e TRβ) sobre a 
atividade transcricional do PAI-1 em células pró-monocíticas humanas (U937) e em 
células mesangiais humanas. Os resultados revelaram que o promotor do PAI-1 é 
significativamente estimulado pelo TR não-ligado e que o tratamento com T3 diminuiu a 
atividade do promotor de uma maneira dose-dependente. Em células U937, o 
tratamento com T3 (10-7M) em células transfectadas com TRα e TRβ inibiram o 
promotor do PAI-1 em aproximadamente 70% e 40%, respectivamente, com um IC50 de 
3,07 x 10-10 M (TRα) e 3,81 x 10-10 M (TRβ). Além disso, o T3 reverteu a ativação do 
promotor do PAI-1 causado pelo éster de forbol PMA (12-miristato 13-acetato forbol) por 
meio da repressão direta do promotor do PAI-1 pelo TR ligado. Foi demonstrado que 
essa regulação depende do domínio de ligação ao DNA (DBD) do TR. Foram 
identificados dois possíveis elementos responsivos ao TR no promotor do PAI-1 entre o 
nucleotídeo -422 e -389, que contém uma seqüência TTTGGG, e entre o nucleotídeo -
346 e -286, que contêm uma seqüência DR-4. O TR se liga como heterodímero às 
seqüências de DNA citadas. Além disso, a regulação negativa exercida pelo T3 requer 
uma superfície intacta de ligação a co-ativadores no TR. Esse efeito parece guardar 
relação com as anormalidades da coagulação observadas nos pacientes com 
disfunções da tireóide. 
 

 

Palavras-chave: inibidor 1 de ativador de plasminogênio, hormônios tireoideanos, 
receptores dos hormônios tireoideanos, elementos reguladores de transcrição. 
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ABSTRACT 
 

 

Various coagulation abnormalities occur in patients with thyroid hormones (TH) 
disorders. Patients with hypothyroidism are particularly at risk of hemorrhage. In 
contrast, in hyperthyroidism, there is a tendency to thrombotic complications 
development. However, the role of TH in the fibrinolytic capacity is not well established, 
and published data remain conflicting. Plasminogen activator inhibitor (PAI)-1, a 
physiological inhibitor of plasminogen activators (urokinase and tissue types), is an 
important repressor of the fibrinolytic system. Consequently, high plasma levels of PAI-1 
correlate to thrombotic disease, while low levels implies a bleeding tendency. In this 
study, we investigated whether PAI-1 gene expression is directly controlled by TH levels 
and whether the gene expression control depends on recruitment of cofactors. We 
compared the action of thyroid hormone receptors (TRα and TRβ) in regulating the 
activity of human PAI-1 promoter through transfections in human mesangial cells and 
human leukemic monocyte lymphoma cells (U937). Our results showed that the human 
PAI-1 promoter is significantly stimulated by unliganded TRs and TH treatment 
decreased the PAI-1 promoter activity in a hormone-dependent manner. In U937 cells, 
the addition of T3 (10-7M) in cells co-transfected with TRα and TRβ inhibit PAI-1 
promoter in almost 70% and 40%, respectively, with an IC50 of 3,07 x 10-10 M (TRα) and 
3,81 x 10-10 M (TRβ). In addition, we found that T3 reverses the activation of the PAI-1 
promoter caused by phorbol 12-myristate 13-acetate through the direct repression of the 
PAI-1 promoter by liganded TR. Our results show that this regulation requires de DNA-
binding domain of the TR. We shower two possible TR inhibitory elements in the PAI-1 
promoter between –346 and – 286, a DR-4 sequence, and -422 and – 389, a TTTGGG 
sequence. Furthermore, the negative regulation exerted by TR requires an intact co-
activator-binding surface. This effect may be important to explain the coagulation 
abnormlities observed in patients with thyroid hormones disorders. 
 

 

Keywords: plasminogen activator inhibitor 1; thyroid hormones, thyroid hormone 
receptors, regulation of gene expession, transcriptional regulatory elements. 
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Figura 2.1 Representação esquemática da regulação da secreção dos hormônios tireoideanos pelo eixo 

hipotálamo-hipófise-tireoíde. O hipotálamo produz o hormônio liberador de tireotrofina (TRH) 
que induz a síntese do hormônio tireotrófico (TSH) na hipófise. O TSH estimula a tireóide a 
sintetizar os hormônios triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Esses THs regulam negativamente 
a síntese de TRH e TSH, exercendo retreoalimentação negativa. 
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Figura 2.2 Estrutura geral dos receptores nucleares com a representação dos domínios funcionais. (a) 

Estrutura primária, com a região amino-terminal (domínio A/B), domínio de ligação ao DNA 
(DBD, domínio C), região de dobradiça (hinge, domínio D), domínio de ligação ao ligante 
(LBD, domínio E), e região carboxi-terminal (domínio F). (b) Estrutura secundária, com a 
representação das regiões amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD. 
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Figura 2.3 A superfamília dos NRs inclui 48 membros. Os ligantes naturais estão descritos à direita. Os 

receptores endócrinos (em azul, os receptores esteroidais que atuam como homodímeros; e 
em lilás, os receptores que se heterodimerizam com o RXR) e os receptores órfãos adotados 
sensores de lipídeos (em verde) já têm sua importância fisiológica estabelecida. A função 
fisiológica dos receptores órfãos adotados enigmáticos (em laranja) e dos receptores órfãos 
verdadeiros (em amarelo) ainda não foi definida. 
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Figura 2.4 Produtos protéicos dos genes α e β do TR (THRA e THRB). As cores representam regiões 

idênticas ou divergentes resultante do splicing alternativo do mRNA. As regiões em preto 
representam o DBD. 
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Figura 2.5 Estrutura primária dos domínios do TR com suas funções: região amino-terminal (domínio 

A/B), domínio de ligação ao DNA (DBD, domínio C), região de dobradiça (hinge, domínio D), 
domínio de ligação ao ligante (LBD, domínio E) e região carboxi-terminal (domínio F). O 
gráfico indica as regiões do TR que são responsáveis pela dimerização, localização nuclear, 
interação com co-repressores e co-ativadores. 
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Figura 2.6 Demonstração das α-hélices e das folhas β-pregueadas que compõem o LBD em presença 

do hormônio, que se aloja no centro da proteína. Observações: H0 hélice representa a última 
hélice do DBD. H2 e S2 nõ são visualizadas. A cristalização e a determinação da estrutura 
do TRβ foi realizada pelo Grupo de Cristalografia de Proteínas e Biologia Estrutural do 
Instituto de F;isica de São Carlos, Universidade de São Paulo. 
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Figura 2.7 O promotor de um gene, localizado na região 5’, contém pequenas seqüências (<10 pares de 

base – pb) que se estendem pela região onde a transcrição se inicia. A região promotora 
pode conter 200 pb. Os círculos em vermelho no promotor ilustram diversas regiões 
específicas que são reconhecidas por fatores de transcrição. 
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Figura 2.8 Elementos responsivos ao TR (TREs): repetição direta (DR-4), palíndromo invertido (F2) e 

palíndromo (TREpal). O N indica o número de nucleotídeos entre os hexâmeros. 
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Figura 2.9 Representação do mecanismo de ação do TR. Na ausência do TH, o TR está ligado ao TRE 
como homodímero associado a co-repressores que atuam inibindo a maquinaria de 
transcrição basal (MTB). A ligação do TH ao TR propicia mudanças conformacionais que 
conduzem à dissociação de homodímeros (TR/TR) e associação de heterodímeros 
(TR/RXR), liberação dos co-repressores e associação com co-ativadores que agem sobre a 
MTB ativando a transcrição de genes-alvo. 

16 

   
Figura 2.10 Regulação da expressão gênica do TR em um TRE positivo em três situações: (a) O TR 

ligado ao TRE como homo ou heterodímero com RXR na ausência do ligante recruta 
moléculas co-repressoras (CoR), interferindo na MTB, promovendo a repressão; (b) Na 
situação de ausência do TR (knockout), há a transcrição basal de genes-alvo; (c) Na 
presença do ligante, o TR/TR ou TR/RXR libera os co-repressores e recruta os co-ativadoras 
(CoA), e interagem diretamente com a maquinaria basal, o que leva a um aumento da 
atividade transcricional do receptor. 
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Figura 2.11 Um mecanismo proposto para a regulação gênica negativa mediada pelo TH. a) O TH liga-se 

ao TR promovendo a troca de co-repressores por co-ativadores ligados ao TR no nTRE. 
Esse mecanismo requer necessariamente a ligação direta do TR ao DNA. b) TH liga-se ao 
TR promovendo a troca de co-ativadores por co-repressores ligados em um contexto de 
interação proteína-proteína ao DNA, mostrado nessa ilustração com o complexo AP-1 
(jun/fos). c) TH liga-se ao TR e recruta co-ativadores previamente ligados a outros fatores de 
transcrição, como o complexo AP-1. 

21 

   
Figura 2.12 Mecanismo de formação e degradação de fibrina pelo sistema fibrinolítico. O fator de 

coagulação Va ativa a protrombina, formando a trombina (fator de coagulação IIa) que 
converte o fibrinogênio em fibrina. O coágulo sangüíneo é composto por uma rede de 
fibrinas, que se adere a qualquer abertura vascular, impedindo a perda de sangue. Os 
ativadores de plasminogênio (PA) favorecem a formação da plasmina a partir do 
plasminogênio. A plasmina promove a degradação da fibrina em produtos de degradação da 
fibrina (PDF). Esse sistema pode ser reprimido mediante a inibição dos ativadores de 
plasminogênio (PAI) ou por meio da inibição direta da plasmina (antiplasmina). 
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Figura 2.13 Modelo conformacional do PAI-1 nativo construído a partir do mapeamento da seqüência 

primária do PAI-1 humano. A alça central de reação (RCL) está representada em vermelho, 
a folha β-pregueada A em verde e a α-hélice F em azul 
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Figura 2.14 Estrutura molecular esquematizada dos três estados em que o PAI-1 é encontrado in vivo: 

(A) forma ativa; (B) forma clivada e; (C) forma latente. Os resíduos de aminoácido 
Met347/Arg346, presentes na RCL da proteína reconhecem os PA (A). Quando a RCL 
reconhece o PA, a ligação entre os resíduos Met347/Arg346 é rompida e a RCL ligada ao PA 
se sobrepõe à folha β-pregueada A e α-hélice F, tornando a enzima inativa (B). Na forma 
latente (C), a RCL está inserida na folha β-pregueada A. E esta conformação é mais estável, 
mas apresenta menor capacidade inibitória. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS  
   
Figura 5.1 Desenho esquemático de uma célula eucariótica contendo DNA plasmideal com um gene de 

interesse. 
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6. RESULTADOS  
   
Figura 6.1 T3 reprime a atividade transcricional do promotor do gene PAI-1. Resposta ao T3 

promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRα1 ou TRβ1 em células pró-
monocíticas humanas U937. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene 
repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do 
gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os números do eixo vertical 
representam a média do percentual da leitura da luciferase na ausência ou presença de T3. A 
estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=6. 
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Figura 6.2 A repressão da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1 por T3 é dose-

dependente em células U937. Curva dose-resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg do 
vetor de expressão TRβ1 ou TRα1 em células pró-monocíticas humanas U937. As células 
foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1 (PAI-1-LUC) e tratadas 
com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou concentrações crescentes de T3 (10-10M, 10-9M, 10-8M, 
10-7M e 10-6M). A atividade do gene repórter foi medida após 22hs com a lise das células, e os 
números representam o percentual de ativação em relação ao respectivo receptor na ausência 
de T3. O IC50 do TRα1 é igual à 3,067 x 10-10 M e do TRβ1 é igual a 3,808 x 10-10 M. n=3. O 
IC50 foi calculado utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0. 
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Figura 6.3 A repressão da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1 por T3 depende da 

concenração de TRβ1 em células U937. Resposta ao T3 promovida pela adição de 0,5µg, 
1µg, 2µg, 4µg e 8µg do vetor de expressão TRβ1 em células pró-monocíticas humanas U937. 
As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC ou 4µg 
F2-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter 
foi medida após 22h com a lise das células e os números do eixo vertical representam a média 
do percentual da repressão na ausência e presença de T3. n=3. A estatística foi realizada pelo 
programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=3 
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Figura 6.4 T3 reprime a transcrição de PAI-1 na presença de um potente indutor, o PMA, em células 

U937. Resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRα1 ou 
TRβ1 em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-transfectadas com 2µg 
do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 
10-7M e PMA. A atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os 
números do eixo vertical representam a média do percentual da leitura da luciferase na 
ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, 
considerando-se P < 0,001. n=3 
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Figura 6.5 Mutantes do TRβ1. Principais características dos mutantes I280M, F451X, L422R e Gal-TRβ-

LBD. 
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Figura 6.6 Para a regulação da atividade transcricional do promotor do gene do PAI-1, TRβ1 

necessita se ligar ao DNA e interagir com co-ativadores em células U937. Resposta ao T3 
promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRβ1 wt e mutantes I280M, F451X, 
L422R e GAL-TRβ-LBD em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-
transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo 
(DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise 
das células, e os números do eixo vertical representam a média do percentual da repressão na 
ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, 
considerando-se P < 0,05. n=3 
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Figura 6.7 Para a regulação da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1, TRβ1 necessita 
se ligar ao DNA, interagir-se com co-reguladores e dimerizar-se em células mesangiais 
humanas. Resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRβ1 wt 
e mutantes I280M, F451X, L422R e GAL-TRβ-LBD em células mesangiais humanas. As 
células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e tratadas 
com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 
22h com a lise das células, e os números do eixo vertical representam a média do percentual 
da repressão na ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada pelo programa 
GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=4 
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Figura 6.8 O TR liga-se, como heterodímero, à seqüência específica no promotor do gene de PAI-

1. O ensaio de ligação proteína-DNA foi realizado empregando-se 1µg de TRβ1wt sintetizado 
in vitro radio-marcado (35S-metionina) e 3µg de RXRwt sintetizado in vitro não radio-marcado, 
na ausência e na presença de T3 e 20ηg do oligo (F2, PAI-1wt1, PAI-1wt2, PAI-1mut1 e PAI-
1mut2). As reações foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 5% não 
desnaturante e à autoradiografia. 
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Figura 6.9 PPARα, PPARδ e PPARγ não alteram a transcrição do gene PAI-1 em células 

mesangiais humanas. Resposta bezafibrato (BEZA) e Rosiglitazona (ROSI) promovida pela 
adição de 1,5µg do vetor de expressão PPARα, PPARδ e PPARγ em células mesangiais 
humanas. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-
LUC e PPER-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3), ROSI 10-5M ou BEZA 10-4M. A 
atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os números do eixo 
vertical representam a média do percentual da leitura da luciferase na ausência ou presença 
dos ligantes. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P 
< 0,05. n=3 
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7. DISCUSSÃO  
   
Figura 7.1 Região promotora do gene do PAI-1 apresentando as possíveis regiões identificadas como 

elementos responsivos ao receptor do hormônio tireoideano. Em vermelho, a região que 
contém a seqüência TTTGGG. Em verde, a região que contém a seqüência 
AGGTCAagggAGGTCT (na caixa em llilás), caracterizando um elemento responsivo DR-4. 
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Figura 7.2 Localização esquemática das regiões promotoras do gene do PAI-1 humano. 65 
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APÊNDICE A  
   
Figura A.1 Efeito do T3 na repressão do TRβ1 no promotor do PAI-1 em células mesangiais 

humanas. Curva dose-resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg do vetor de expressão 
TRβ1 em células mesangiais humanas. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor 
para o gene repórter PAI-1 (PAI-1-LUC) e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou 
concentrações crescentes de T3 (10-10M, 10-9M, 10-8M, 10-7M e 10-6M). A atividade do gene 
repórter foi medida após 22hs com a lise das células, e os números representam o 
percentual de ativação em relação ao respectivo receptor na ausência de T3. O IC50 do TRβ1 
é igual a 4,3 x 10-10 M. n=3. 
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Figura A.2 Efeito de diferentes concentrações do TRβ1 sobre o promotor do PAI-1 em células 
mesangiais humanas. Resposta ao T3 promovida pela adição de 0,5µg, 1µg, 2µg, 4µg e 
8µg do vetor de expressão TRβ1 em células mesangiais humanas. As células foram co-
transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC ou 4µg F2-LUC e tratadas 
com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 
22h com a lise das células e os números do eixo vertical representam a média do percentual 
da repressão na ausência e presença de T3. n=4. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 (PAI-1) assume importância 

cada vez maior em processos fisio-patológicos. Não só por ser o principal regulador da 

fibrinólise, mas porque é encontrado em vários tecidos e parece estar envolvido na 

patogênese de várias doenças, tais como as doenças cardiovasculares, doenças 

metabólicas e obesidade, câncer e fibrose (fibrose pulmonar e glomeruloesclerose 

renal). Esse efeito ocorre tanto por sua ação proteolítica quanto por sua ação no 

remodelamento de tecidos. 

O PAI-1 foi purificado pela primeira vez por van Mourik et al. (1984). A partir de 

então, muitos estudos foram desenvolvidos para estabelecer suas funções e 

propriedades. O PAI-1 é uma proteína de 45 kDa, membro da família de inibidores 

serino-preoteases e contribui para a regulação da fibrinólise endógena pela ligação 

irreversível aos ativadores de plasminogênio tipo tecidual e uroquinase (t-PA e u-PA, 

respectivamente). Também atua nos processos de adesão e migração celular, 

promovendo o remodelamento de tecidos, devido a sua capacidade de ligação a 

vitronectina. 

Já é conhecido que algumas moléculas endógenas regulam a expressão 

gênica de PAI-1. Dentre elas encontram-se os fatores de crescimento, como o fator de 

crescimento transformante β (TGFβ), as citocinas, como o fator de necrose tumoral α 

(TNFα) e a interleucina 1 e os hormônios, como a insulina, os corticoesteróides e o 

estrogênio. 

Evidências extraídas de diversos estudos clínicos apontam para a existência de 

uma correlação entre as concentrações de hormônio tireoideano (TH) e PAI-1. Embora 

esses resultados ainda sejam controversos, em pacientes com hipertireoidismo 

observam-se concentrações elevadas de PAI-1 e risco aumentado para a trombose; já 

no hipotireoidismo, observam-se concentrações de PAI-1 e maior chance de ocorrência 

de sangramentos. 

As disfunções da tireóide alteram o balanço coagulação-fibrinólise, embora não 

se saiba ao certo como ocorre essa relação. As observações clínicas realizadas em 
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pacientes com hipo e hipertireoidismo justificam a exploração do mecanismo molecular 

por meio do qual o hormônio tireoideano regula o PAI-1. Considerando que nenhum 

estudo foi realizado para investigar se o promotor do PAI-1 é regulado pelo TH e que o 

receptor do hormônio tireoideano (TR) é um fator de transcrição que regula a expressão 

gênica de diversas proteínas, nós propusemos esse trabalho para estudar o efeito do 

TH e das diferentes isoformas do TR (TRα e TRβ) sobre a regulação da transcrição no 

promotor do PAI-1. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 O Hormônio Tireoideano 

 

Os hormônios tireoideanos (THs) possuem papel crítico no desenvolvimento, 

metabolismo, proliferação e diferenciação celular. Os THs são necessários para o 

funcionamento normal de quase todos os tecidos, desde a embriogênese até a vida 

adulta. Esses hormônios regulam o consumo de oxigênio, a temperatura corporal, a 

freqüência cardíaca e o metabolismo de carboidratos, proteínas e lipídeos. Além disso, 

participam da síntese e degradação de fatores de crescimento e hormônios e dão 

origem a outros efeitos secundários (1-3). 

A fonte dos THs é a glândula tireóide, que secreta predominantemente a forma 

3,5,3’,5’-tetraiodo-L-tironina ou tiroxina (T4) da qual deriva, por desiodação nos tecidos 

periféricos, a maior parte da 3,5,3’-triiodotironina (T3) circulante. O T3 é a forma mais 

potente do hormônio, pois se liga ao receptor com uma afinidade dez vezes maior que o 

T4. Dessa forma, para a manutenção da atividade normal dos tecidos-alvo, as 

concentrações intracelulares de T3 devem ser garantidos. Tais processos dependem da 

integridade do eixo hipotálamo-hipófise-tireóide e da ação de enzimas específicas, 

como as desiodases (3). 

A função tireoideana é regulada pelo hormônio liberador de tireotrofina (TRH), 

produzido pelo hipotálamo. O TRH, por meio do sistema porta hipotálamo-hipofisário, 

dirige-se à hipófise, liga-se a receptores específicos no tireotrofo e induz a síntese da 

tireotrofina (TSH). Esse, por sua vez, interage com receptores presentes na membrana 

da célula folicular da tireóide e ativa a expressão de proteínas envolvidas na 

biossíntese dos THs, aumentando a atividade da célula tireoideana e estimulando a 

secreção hormonal. Os THs regulam negativamente a síntese de TRH e TSH, 

exercendo retroalimentação negativa no eixo hipotálamo-hipófise-tireóide (figura 2.1) 

(4). 
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Figura 2.1. Representação esquemática da regulação da secreção dos hormônios 
tireoideanos pelo eixo hipotálamo-hipófise-tireoíde. O hipotálamo produz o hormônio 
liberador de tireotrofina (TRH) que induz a síntese do hormônio tireotrófico (TSH) na 
hipófise. O TSH estimula a tireóide a sintetizar os hormônios triiodotironina (T3) e tiroxina 
(T4). Esses THs regulam negativamente a síntese de TRH e TSH, exercendo 
retreoalimentação negativa. 

 

 

 

Os THs secretados circulam comumente ligados às proteínas plasmáticas e 

somente 0,03% de T4 e 0,3% de T3 estão livres. O tempo de meia-vida dos THs é 

aumentado pela ligação às proteínas plasmáticas, e essa ligação garante que eles 

sejam regularmente distribuídos nos tecidos-alvo. A entrada e saída do hormônio nas 

células ocorrem principalmente por meio de transportadores específicos que regulam a 

captação e o efluxo do TH (5). 

No interior da célula, o T3 se liga a receptores específicos localizados no núcleo 

da célula, os receptores de hormônio tireoideano (TRs). Os TRs são os responsáveis 

pela ação do TH: ligam-se direta ou indiretamente (por meio de outros co-fatores) na 
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região promotora dos genes-alvo e regulam a transcrição gênica de diversas proteínas 

em quase todos os tecidos (6, 7). 

Além da ação transcricional (genômica) mediada pelo TR, os THs podem 

regular vias sinalizadoras de forma independente da síntese protéica. Há descrições de 

ações não-genômicas envolvidas na termogênese, na atividade lipolítica, no aumento 

do débito cardíaco e na redução da resistência vascular periférica (3, 8). 

 

 

2.1.1 Superfamília de Receptores Nucleares 

Os TRs pertencem à superfamília dos receptores nucleares (NRs) que 

compreende 48 genes que codificam 75 proteínas diferentes envolvidas na transdução 

de sinais extracelulares. Os NRs são complexos de sinalização que atuam de diversas 

maneiras, modulando a ativação e a repressão de sinais. (2, 9-11). 

A figura 2.2 mostra a estrutura geral dos NRs. Todos os NRs possuem uma 

estrutura primária comum que inclui: o domínio amino-terminal (NTD) (domínio A/B), 

onde se encontra a região denominada função de ativação 1 (AF-1); a região central de 

domínio de ligação ao DNA (DBD), responsável por guiar o receptor aos elementos 

responsivos ao hormônio (HREs) (domínio C); o sítio de dobramento (hinge) (domínio 

D); o domínio de ligação ao ligante (LBD), que reconhece os ligantes dirigindo a 

especificidade da resposta biológica, além de apresentar uma superfície que propicia a 

dimerização (domínio E); e a região carboxi-terminal (domínio F) (12). 
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Figura 2.2. Estrutura geral dos receptores nucleares com a representação dos domínios 
funcionais. (a) Estrutura primária, com a região amino-terminal (domínio A/B), domínio de ligação 
ao DNA (DBD, domínio C), região de dobradiça (hinge, domínio D), domínio de ligação ao ligante 
(LBD, domínio E), e região carboxi-terminal (domínio F). (b) Estrutura secundária, com a 
representação das regiões amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD (13). 

 

 

 

Os NRs podem ser divididos em três classes, baseado em seus ligantes 

fisiológicos e potenciais funções: receptores endócrinos, receptores órfãos adotados e 

receptores órfãos verdadeiros (figura 2.3) (9). 

A primeira classe compreende os receptores endócrinos que atuam como 

receptores de hormônios e vitaminas. Essa classe inclui duas subclasses: os receptores 

esteroidais e os receptores heterodiméricos (9). 

Os receptores esteroidais formam uma subclasse de NRs que, na ausência do 

ligante, estão associados a um complexo de proteínas no citoplasma da célula. A 

ligação do hormônio dissocia os receptores desse complexo, conduzindo-o ao núcleo, 

onde reconhecem seus respectivos HREs, para assim, regular a transcrição. Pertencem 

a esta classe os receptores de glicocorticóides (GR), de mineralocorticóides (MR), de 

androgênios (AR), de estrogênio (ER) e de progesterona (PR) (14). 
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Figura 2.3. A superfamília dos NRs inclui 48 membros. Os ligantes naturais estão descritos à direita. 
Os receptores endócrinos (em azul, os receptores esteroidais que atuam como homodímeros; e em 
lilás, os receptores que se heterodimerizam com o RXR) e os receptores órfãos adotados sensores 
de lipídeos (em verde) já têm sua importância fisiológica estabelecida. A função fisiológica dos 
receptores órfãos adotados enigmáticos (em laranja) e dos receptores órfãos verdadeiros (em 
amarelo) ainda não foi definida (9). 

 

 

 

Os representantes dos receptores heterodiméricos são os receptores do 

hormônio tireoideano (TRs), do ácido retinóico (RAR) e da vitamina D (VDR). Na 

ausência do hormônio, estão localizados predominantemente no núcleo da célula, em 

solução ou ligados ao HRE associados a outro receptor nuclear, o receptor retinóide X 

(RXR) (15). 

A segunda classe de receptores engloba os receptores órfãos adotados. 

Esses receptores foram originalmente identificados devido à homologia de sua 

seqüência com os receptores endócrinos. Foram denominados receptores órfãos 

devido à ausência de um ligante conhecido, mas posteriormente correlacionados com a 

identificação dos ligantes. Esses receptores atuam como heterodímeros com o RXR. 

Entre os receptores dessa classe, encontram-se os receptores dos proliferadores 

peroxissomais ativados (PPARs), o receptor do derivado do ácido retinóico, 9-cis ácido 
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retinóico (RXR), o receptor X hepático (LXR), receptor X do pregnano (PXR), receptor X 

farnesóide (FXR) (9, 12). 

Incluídos nessa classe, estão os denominados receptores órfãos enigmáticos, 

aqueles para os quais o ligante foi identificado, pelo menos para um subtipo, mas a 

natureza da regulação ligante-depenente na fisiologia ainda não foi estabelecida. Esse 

grupo inclui receptores em que a atividade ou a interação com co-fatores podem ser 

modulados em condições não-fisiológicas por estrógenos sintéticos (receptores 

relacionados com o estrogênio – ERRβ e γ) ou por moléculas endógenas tais como o 

colesterol (receptor órfão relacionado com o colesterol – RORα), retinóides (RORβ), o 

androstano (receptor constitutivo de androstano – CAR) ou os fosfolipídeos (fator 

esteroidogênico – SF1; receptor hepático X homólogo – LRH-1). Também está incluído 

nesse grupo, o receptor que está constitutivamente ligado a moléculas de ácidos graxos 

como um componente estrutural (fator nuclear de hepatócito 4α - HNF4α) (9, 12). 

A terceira classe é composta pelos receptores órfãos verdadeiros, para os 

quais os ligantes, naturais ou sintéticos, ainda não foram identificados. Esses 

receptores não parecem ser regulados pelos ligantes, mas sim pela disponibilidade de 

co-ativadores ou expressão do receptor. Apesar de os receptores dessa classe serem 

de difícil manipulação farmacológica, evidências genéticas indicam que alguns deles 

estão envolvidos na regulação metabólica (9, 12). 

 

 

2.1.2 Receptores dos Homônios Tireoideanos 

O TRα e o TRβ são produtos da expressão de dois genes localizados nos 

cromossomos 17 e 3, sendo denominados respectivamente THRA e THRB. Por splicing 

alternativo ou utilização de promotores distintos, cada gene produz várias isoformas de 

TRs: TRα1, TRα2, TRα3, TRα∆1, TRα∆2, TRβ1, TRβ2, TRβ3 e TRβ∆3. Está bem 

descrito que somente as formas α1, β1, β2 e β3 se ligam ao hormônio (2, 16). 

As isoformas TRα2 e TRα3 resultam de splicing alternativo e diferem do TRα1 

na região carboxi-terminal. TRα∆1 e TRα∆2 são versões truncadas do TRα1 e TRα2, 

respectivamente, e seus RNA têm origem em um promotor presente no intron 7. Em 

células transfectadas, as isoformas TRα2, TRα∆1 e TRα∆2 impedem a ativação 
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transcricional induzida por T3, mas esse mecanismo ainda é pouco entendido. Inícios 

alternativos no mRNA do TRα1 fornecem outras isoformas. Uma dessas isoformas é o 

p43, que parece ser um receptor presente nas mitocôndrias que regula a transcrição 

gênica mitocondrial. As isoformas TRβ1, β2 e β3 diferem na região amino-terminal (16). 

A figura 2.4 apresenta os produtos protéicos dos genes α e β do TR e algumas 

propriedades (8). 

 

 

 

 
 
Figura 2.4. Produtos protéicos dos genes α e β do TR (THRA e THRB). As cores representam 
regiões idênticas ou divergentes resultante do splicing alternativo do mRNA. As regiões em 
preto representam o DBD (8). 
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Essas isoformas são expressas de forma específica nos diversos tecidos em 

humanos. Os mRNAs do TRα1, TRα2 e TRβ1 são expressos em quase todos os 

tecidos, ainda que em concentrações distintas. O TRα1 é abundante nos músculos 

esqueléticos, gordura marrom e no coração, o TRα2 está presente em grande 

concentrações no cérebro e o TRβ1 é expresso em grande quantidade no fígado, rim e 

cérebro. Já o TRβ2 é expresso principalmente na glândula pituitária e em outras áreas 

do cérebro. O TRα∆1 e o TRα∆2 são encontrados sobretudo no epitélio do intestino 

delgado, pulmão e durante estágios precoces do desenvolvimento. Em ratos, o TRβ3 é 

expresso no fígado, rim e pulmão, e o TRβ∆3 no músculo esquelético, coração, baço e 

cérebro (2). 

Apesar da diferenciação das várias isoformas do TR, não está claro como cada 

uma delas afeta a transcrição de genes específicos. A maioria dos experimentos de co-

transfecção não conseguiu mostrar diferenças transcricionais significativas entre as 

distintas isoformas de TR em diferentes genes-alvo. Entretanto, existem evidências de 

que há especificidade para os genes do TRH, TSH e hormônio do crescimento (3). 

Estudos de microarranjos (microarray) de cDNA em camundongos knockout para 

diferentes isoformas de TR sugerem que TRα e TRβ possuem efeitos na regulação 

transcricional complementares e compensatórios em genes-alvo no fígado (17). 

 

 

2.1.3 Domínios Funcionais dos Receptores do Hormônio Tireoideano 

Os domínios funcionais do TR podem ser divididos em: 1) domínio amino-

terminal (NTD), 2) domínio de ligação ao DNA (DBD), contendo dois “dedos de zinco”, 

3) região de dobradiça (Hinge), contendo o sinal de localização celular e, 4) domínio de 

ligação ao hormônio ou ligante (LBD), e 5) região carboxi-terminal. Cada um desses 

domínios pode apresentar diversas funções, conforme mostrado na figura 2.5, como a 

dimerização com outro TR ou com o RXR, a localização do HRE na região promotora, e 

a interação com proteínas co-ativadoras e co-repressoras (1). 
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Figura 2.5. Estrutura primária dos domínios do TR com suas funções: região amino-terminal 
(domínio A/B), domínio de ligação ao DNA (DBD, domínio C), região de dobradiça (hinge, domínio 
D), domínio de ligação ao ligante (LBD, domínio E) e região carboxi-terminal (domínio F). O gráfico 
indica as regiões do TR que são responsáveis pela dimerização, localização nuclear, interação 
com co-repressores e co-ativadores (3). 

 

 

 

O domínio amino-terminal (NTD) atua na transativação e exibe uma função 

de ativação transcricional independente do ligante, denominada função de ativação 1 

(AF-1), importante para os genes regulados positivamente. Além disso, possui sítio de 

interação com co-ativadores, como o (fator transcricional IIB) (12). 

O domínio de ligação ao DNA (DBD) tem como principal função a ligação ao 

DNA. Esse domínio se situa na porção central do receptor e é organizado por dois 

segmentos estruturais conhecidos como “dedos de zinco”, que são responsáveis pelo 

reconhecimento específico do HRE e pela dimerização do receptor (2, 12, 18). 

A região de dobradiça (hinge) ainda não está bem caracterizada, mas parece 

contribuir para que o TR se ligue aos elementos responsivos ao hormônio tireoideano 

(TREs) com diferentes orientações. Já foi demonstrado que essa região também atua 

na localização nuclear e na ligação a co-repressores (19). 

O domínio de ligação do hormônio ou ligante (LBD) localiza-se na região 

carboxi-terminal e possui diferentes funções, como a ligação ao hormônio, dimerização 

do receptor e interação com co-ativadores e co-repressores, ou seja, a repressão 

transcricional e a ativação induzida pelo hormônio. O LBD contém uma superfície que é 
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fundamental para a ativação transcricional, formada com a ligação do hormônio ao 

receptor. Após a ligação do hormônio, essa região, denominada função de ativação 2 

(AF-2), passa a interagir com os co-ativadores permitindo a formação do complexo 

protéico envolvido na ativação da transcrição (2, 20). 

A estrutura cristalográfica do LBD do TR ligado ao hormônio e do DBD do TR já 

foram determinadas (21-24). O LBD do TR é composto por 12 α-hélices (H) e 4 folhas 

β-pregueadas organizadas em três camadas (figura 2.6). Esses resultados sugerem 

que, após a ligação do T3, ocorre o dobramento da hélice 12 sobre as hélices 3, 4 e 5 

criando uma superfície hidrofóbica que propicia a interação com co-ativadores e impede 

a ligação com co-repressores (16). 

 

 

 

 
Figura 2.6. Demonstração das α-hélices e das folhas β-pregueadas que 
compõem o LBD em presença do hormônio, que se aloja no centro da proteína. 
Observações: H0 hélice representa a última hélice do DBD. H2 e S2 nõ são 
visualizadas. A cristalização e a determinação da estrutura do TRβ foi realizada 
pelo Grupo de Cristalografia de Proteínas e Biologia Estrutural do Instituto de 
F;isica de São Carlos, Universidade de São Paulo (2). 

 

 

 

2.1.4 Elementos Responsivos ao Hormônio Tireoideano (TREs) 

Para regular a transcrição de proteínas, os TRs se ligam a sítios específicos na 

seqüência de DNA, denominados elementos responsivos ao hormônio tireoideano 

(TREs) (2, 9, 25). Essa ligação pode ocorrer na forma de monômeros, homodímeros ou 

heterodímeros (2, 12, 18). 
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Os TREs estão localizados na região promotora dos genes-alvo. O promotor de 

um gene (figura 2.7), situado na região não-transcrita 5’ (antes da parte transcrita), 

contém sítios de ligação para os fatores de transcrição, como a enzima RNA 

polimerase, por exemplo. Sua função é sinalizar como o processo de transcrição irá 

ocorrer, onde será o início da transcrição, quando e quanto do gene será transcrito (26). 

 

 

 

 
Figura 2.7. O promotor de um gene, localizado na região 5’, contém pequenas 
seqüências (<10 pares de base – pb) que se estendem pela região onde a transcrição se 
inicia. A região promotora pode conter 200 pb. Os círculos em vermelho no promotor 
ilustram diversas regiões específicas que são reconhecidas por fatores de transcrição. 

 

 

 

As regiões no DNA reconhecidas pelo DBD do TR são compostas pela 

seqüência hexanucleotídica AGGTCA e podem estar organizadas em três orientações 

diferentes: na forma de repetição direta espaçada por quatro nucleotídeos quaisquer 

(DR-4), na forma de palíndromo invertido espaçada por seis nucleotídeos quaisquer 

(F2) ou na forma de palíndromo sem nenhum espaçamento (TREpal) (figura 2.8). 

Aproximadamente 30 TREs naturais já foram identificados, sendo que a maioria é DR-4, 

seguido por F2 e menos freqüentemente o TREpal (27). 

A ordem, a orientação e a distância entre os hexâmeros dos TREs acarretam 

diferenças na interação TR-TRE. Por exemplo, DR-4 é descrito como o principal sítio 

para a interação do heterodímero TR-RXR, enquanto os homodímeros TR-TR 

aparentemente se ligam de forma mais eficiente ao palíndromo invertido (F2) (27, 28). 
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Figura 2.8. Elementos responsivos ao TR (TREs): repetição direta (DR-4), palíndromo invertido 
(F2) e palíndromo (TREpal). O N indica o número de nucleotídeos entre os hexâmeros (2). 

 

 

 

2.1.5 Mecanismo de Ação do Hormônio Tireoideano 

A ligação do TH altera a estrutura tridimensional do TR e sua capacidade de 

ligação a outras proteínas. O TR, na ausência do hormônio, encontra-se associado ao 

DNA em um complexo com proteínas co-repressoras (29, 30) como, por exemplo, o 

NCoR (co-repressor de receptor nuclear) e o SMRT (mediador silencioso para o TR e 

RAR) (31-33). Essas proteínas se associam a outros co-repressores como Sin3 e 

HDAC (complexo de desacetilase das histonas) (15, 34-36) (figura 2.9). A 

desacetilação das histonas da cromatina próxima aos TREs auxilia a manter a estrutura 

da cromatina em um estado que reprime a transcrição basal (a histona desacetilada 

torna a cromatina mais condensada) (26). 

Após a ligação do TH, ocorre uma alteração na conformação do TR, que resulta 

na liberação das proteínas co-repressoras (30, 31) e no recrutamento de proteínas co-
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ativadoras (7). Vários co-ativadores foram identificados como GRIP-1 (proteína 1 que 

interage com GR) e SRC-1 (co-ativador 1 do receptor esteróide) (37). As proteínas co-

ativadoras possuem atividade de acetilação das histonas, promovendo o relaxamento 

da cromatina, o que facilita a interação deste complexo com os componentes da 

maquinaria de transcrição basal (MTB) no promotor dos genes-alvo (figura 2.9) (26). O 

recrutamento de um determinado co-ativador e seu padrão temporal de recrutamento 

são determinantes para a especificidade e força da transcrição de um gene (3). 

 

 

 

 
Figura 2.9. Representação do mecanismo de ação do TR. Na ausência do TH, o TR está ligado ao TRE 
como homodímero associado a co-repressores que atuam inibindo a maquinaria de transcrição basal 
(MTB). A ligação do TH ao TR propicia mudanças conformacionais que conduzem à dissociação de 
homodímeros (TR/TR) e associação de heterodímeros (TR/RXR), liberação dos co-repressores e 
associação com co-ativadores que agem sobre a MTB ativando a transcrição de genes-alvo (2). 
 

 

 

 

 



 17 

2.1.6 Regulação Transcricional dos Receptores do Hormônio Tireoideano 

A interação do TH com seus recepores nucleares leva à ativação ou inibição da 

expressão dos genes-alvo, o que implica no estímulo ou bloqueio da síntese de 

proteínas específicas, mecanismo pelo qual o TH exerce os seus efeitos biológicos nas 

células (38). 

Como exemplo de genes-alvo regulados positivamente, há o gene do hormônio 

do crescimento (39), mecanismo pelo qual o TH participa ativamente do processo de 

crescimento. Também ativa a transcrição do gene da miosina de cadeia pesada tipo I e 

II (MHC I e II) (40), responsáveis pelo aumento da velocidade de contração no músculo 

cardíaco e esquelético, respectivamente. 

O efeito de repressão clássica do TR ocorre com os genes do TSH (41) e do 

TRH (42), o que constitui a base molecular do mecanismo de retroalimentação negativa 

sobre a hipófise e o hipotálamo, respectivamente. 

 

 

A) Regulação Transcricional Positiva 

Para os genes positivamente regulados, o TR ativa a transcrição quando ligado 

aos THs. Por outro lado, na ausência dos THs, o TR encontra-se ligado ao TRE e 

reprime (ou silencia) a transcrição basal (figura 2.10.a) (3). As proteínas co-repressoras 

recrutadas pelo TR não ligado são responsáveis pela repressão basal (35, 43). 

Quando o TR não está presente na célula ou não tem capacidade funcional, 

como, nos pacientes com mutações no DBD do TR que impedem sua ligação ao DNA, 

observa-se uma transcrição residual dos genes-alvo (figura 2.10.b) (44, 45). 

O fato de o TR alterar a transcrição de genes-alvo na ausência e na presença 

dos THs traz importantes implicações para sua ação. Em baixas concentrações de 

hormônio, tal como ocorre no hipotireoidismo, o receptor não ligado reprime a 

expressão gênica mais do que se o receptor fosse não funcional. Esse modelo é 

comprovado por experimentos realizados com camundongos knockout para os genes 

THRA e THRB. Os fenótipos desses camundongos, que não possuem a proteína TR, 

são mais brandos justamente devido à transcrição residual dos genes-alvo quando 

comparados ao fenótipo dos camundongos com hipotireoidismo congênito, que 
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possuem a proteína TR, mas o hormônio está presente em baixas concentrações (3, 

17, 46). 

Como visto anteriormente, a ligação do T3 ao TR provoca mudanças 

conformacionais na estrutura do receptor, favorecendo a dissociação do TR com os co-

repressores e a interação com proteínas co-ativadoras, ativando a expressão gênica 

(figura 2.10.c) (2). 

 

 

 

a)                                             b)                                       c) 

 
Figura 2.10. Regulação da expressão gênica do TR em um TRE positivo em três situações: (a) O 
TR ligado ao TRE como homo ou heterodímero com RXR na ausência do ligante recruta moléculas 
co-repressoras (CoR), interferindo na MTB, promovendo a repressão; (b) Na situação de ausência 
do TR (knockout), há a transcrição basal de genes-alvo; (c) Na presença do ligante, o TR/TR ou 
TR/RXR libera os co-repressores e recruta os co-ativadoras (CoA), e interagem diretamente com a 
maquinaria basal, o que leva a um aumento da atividade transcricional do receptor (47). 

 

 

 

B) Regulação Transcricional Negativa 

Os TRs também podem influenciar negativamente a expressão gênica. Ao 

contrário do que ocorre com os genes regulados positivamente, a atividade 

transcricional dos genes regulados negativamente pode ser ativada na ausência do 

hormônio e diminuída em sua presença (3). 
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Ao contrário dos genes-alvo regulados positivamente por T3, cujo mecanismo 

de ação está melhor caracterizado, o mecanismo molecular envolvido na regulação 

negativa é complexo e ainda não está totalmente compreendido. Alguns desses 

mecanismos de regulação negativa do TR vêm sendo propostos, no entanto nenhum 

deles até o momento conseguiu elucidar todas as questões. Várias explicações têm 

sido aventadas: 1) ligação direta do TR ao DNA, via DBD. Nesse caso, diferentemente 

do descrito na regulação positivo, o TR ligado a corrrepressores é capaz de ativar a 

transcrição e com a chegada do T3 recruta co-ativadores que reprimem a transcrição 

(figura 2.11.a); 2) ligação indireta do TR ao DNA, via interação com outras proteínas 

que reprimem a transcrição (figura 2.11.b); e 3) TR não ligado ao DNA, na ausência de 

T3 “seqüestraria” co-repressores da região promotora ativando a transcrição. Por outro 

lado, ao se ligar ao T3, TR sequestaria co-ativadores ligados ao promotor reprimindo 

indiretamente a transcrição (figura 2.11.c) (48). 

Nesse sentido, alguns estudos demonstraram que na ausência do ligante, os 

co-repressores aumentam a transcrição basal dos genes regulados negativamente. 

Paradoxalmente, na presença do ligante, os co-ativadores parecem estar envolvidos na 

repressão desses genes (3). Assim, os mutantes de TR que não interagem com 

moléculas co-repressoras apresentam redução na ativação da transcrição dos genes 

regulados negativamente na ausência do hormônio e a superexpressão de co-

repressores provoca efeito contrário (2). 

Um exemplo de regulação negativa promovida pelo TR é o efeito desse 

receptor sobre o promotor da superóxido dismutase 1 (SOD-1), uma enzima que atua 

no metabolismo de espécies reativas de oxigênio. Foi demonstrado que o promotor da 

SOD-1 é significativamente ativado pelo TR não-ligado e a presença de T3 reprime a 

transcrição do promotor da SOD-1 através da interação do DBD do TR com um 

elemento inibitório no promotor da SOD-1. Além disso, o TR também necessita da 

interação com co-repressores para ativar a transcrição da SOD-1 na ausência de T3 e 

da interação com co-ativadores para a repressão na presença de T3 (49). 

A necessidade da presença de uma superfície intacta de ligação a co-

ativadores para a repressão da transcrição mediada por TR ligado ao T3 foi confirmada 

em um modelo de camundongos transgênicos com uma mutação na região AF-2 de 
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TRβ, que abole completamente a ligação a co-ativadores. Nesses animais observou-se 

concentrações de TSH e T3 inapropriadamente elevadas na glândula pituitária. O 

tratamento com hormônio não diminuiu as concentrações de TSH na pituitária, 

demonstrando a necessidade da ligação TR/co-ativadores para a repressão gênica 

(50). 

Na repressão da transcrição que não envolve a associação do TR ao DNA, o 

TR pode interagir com outras proteínas que estão ligadas diretamente ao DNA, como, 

por exemplo, o complexo AP-1 (um fator de transcrição heterodimérico composto por  c-

jun e c-fos). Há indícios de que a repressão do promotor da prolactina mediada por T3 

ocorra devido à inibição da ligação de AP-1 (2, 3). Entretanto, existem casos em que a 

interação TR-DNA não é absolutamente necessária. Conforme abordado anteriormente, 

o TR pode agir seqüestrando co-ativadores e co-repressores de outros fatores de 

transcrição que utilizem os mesmos co-fatores, como por exemplo, o complexo AP-1 

(48). O mecanismo preciso pelo qual o TR exerce essa regulação negativa ainda é 

desconhecido. 

Como descrito anteriormente, o TH regula a transcrição de genes envolvidos 

em diferentes processos biológicos. Dentre eles, as proteínas do sistema da 

coagulação e fibrinólise, tais quais o fibrinogênio, o fator de coagulação X e a trombina, 

por exemplo, têm-se mostrado alvos de regulação deste hormônio, (51). 
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Figura 2.11. Um mecanismo proposto para a regulação gênica negativa mediada pelo TH. a) O TH liga-
se ao TR promovendo a troca de co-repressores por co-ativadores ligados ao TR no nTRE. Esse 
mecanismo requer necessariamente a ligação direta do TR ao DNA. b) TH liga-se ao TR promovendo a 
troca de co-ativadores por co-repressores ligados em um contexto de interação proteína-proteína ao 
DNA, mostrado nessa ilustração com o complexo AP-1 (jun/fos). c) TH liga-se ao TR e recruta co-
ativadores previamente ligados a outros fatores de transcrição, como o complexo AP-1 (48). 
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2.2 O Hormônio Tireoideano e O Sistema Hemostático 

 

As doenças da tireóide constituem uma das endocrinopatias mais comuns. 

Diversos fatores estão envolvidos na gênese das disfunções tireoideanas, entre os 

quais os mecanismos auto-imunes, os fatores genéticos associados ao sistema HLA 

(antígenos leucocitários humanos) e os ambientais. A deficiência de THs no período 

intra-uterino e neonatal pode causar desde leves problemas no desenvolvimento 

cognitivo, até graves danos neurológicos, limitado crescimento ósseo e surdez 

neurosensorial (52, 53). 

O hipertireoidismo é uma síndrome na qual os tecidos são expostos a 

quantidades excessivas de TH, tendo como causas principais a doença de Graves, o 

bócio multinodular tóxico e o adenoma tóxico. A maioria dos sinais e sintomas é comum 

a todos os tipos de hipertireoidismo, independentemente de sua etiologia. A 

apresentação clínica depende da gravidade do hipertireoidismo, duração da doença, 

susceptibilidade individual ao TH e da idade do paciente (52, 53). 

O hipotireoidismo é a causa mais freqüente de deficiência hormonal, 

apresentando amplo espectro de manifestações clínicas que variam desde um quadro 

assintomático até o coma, com falência de múltiplos órgãos e sistemas. A maioria dos 

casos (90 a 95%) têm origem em anormalidades da própria glândula tireóide 

(hipotireoidismo primário), porém também pode ser causado por doença hipofisária ou 

hipotalâmica (hipotireoidismo secundário ou terciário), respectivamente. Nos adultos, a 

causa mais comum é a doença auto-imune, sendo o principal exemplo a doença de 

Hashimoto ou tireoidite linfocítica crônica (52, 53). 

O quadro clínico apresentado por pacientes com disfunções da tireóide inclui 

grande variedade de comorbidades associadas. Dentre elas, encontram-se os 

distúrbios relacionados com o sistema hemostático. Os primeiros relatos clínicos 

descrevendo a associação entre tireoxicose e trombose em veia cerebral foram 

descritos por Kaliebe (1913) e Doyle (1927) (54). Posteriormente, outros casos clínicos 

relacionando eventos trombóticos com o hipertireoidismo, especialmente com a doença 

de Graves, foram publicados (55-61). 
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Além disto, há evidências de que o hipertireoidismo piora o prognóstico de 

algumas condições clínicas, como por exemplo, a fibrilação atrial. A fibrilação atrial é 

uma das complicações cardiovasculares mais freqüentes em pacientes com 

hipertireoidismo, com prevalência de 10% a 15%. Alguns estudos epidemiológicos 

evidenciam que há associação positiva entre a fibrilação atrial tireotóxica e a ocorrência 

de acidente vascular cerebral e embolismo sistêmico (54, 62, 63). 

Entretanto, não se sabe ao certo se os eventos trombóticos descritos sejam 

causados diretamente pelo aumento do TH ou sejam secundários a outros processos 

concomitantes como, por exemplo, as alterações imunológicas presentes no 

hipertireoidismo da doença de Graves (64). 

Por outro lado, o aumento na morbidade cardiovascular observada nos 

pacientes com hipotireoidismo pode ser atribuído a tradicionais fatores de risco como a 

elevação da lipoproteína de baixa densidade (LDL) e a hipertensão diastólica (65, 66). 

Entretanto, dados clínicos evidenciam outros fatores de risco para a aterosclerose, 

como a hiperhomocisteinemia e a disfunção endotelial, que podem estar presentes 

mesmo no hipotireoidismo subclínico (67, 68). 

A disfunção endotelial é um evento que ocorre precocemente nos processos 

ateroscleróticos e pode ser o elo que explica a ocorrência de doenças vasculares nos 

pacientes com hipotireoidismo. Há estudos clínicos que relatam a melhora da função 

endotelial com o tratamento do hipotireoidismo com o TH (67, 69). 

Em uma revisão sistemática, Squizzato et al. (2007) avaliou diversos estudos 

de caso-controle (70, 71) e de intervenção (69, 72-77) com o objetivo de resumir 

sistematicamente o efeito do excesso ou deficiência do TH no sistema hemostático in 

vivo. Apesar de existir vários resultados conflitantes, esse grupo concluiu que a soma 

dos resultados dos trabalhos sugere que as disfunções da tireóide alteram o balanço 

coagulação-fibrinólise, promovendo um risco aumentado para sangramento no 

hipotireoidismo e de trombose no hipertireoidismo (64). 

Uma dificuldade para se estabelecer a relação entre a função tireoideana e o 

balanço hemostático é o fato de muitas proteínas reguladas por T3 participarem desse 

processo. Entretanto, pode-se destacar o inibidor do ativador do plasminogênio tipo 1 

(PAI-1), um fator inibitório da fibrinólise cujo aumento está associado a um maior risco 
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de complicações trombóticas. Vários estudos clínicos realizados com pacientes com 

disfunções da tireóide evidenciam uma alteração nas concentrações plasmáticos de 

PAI-1 (64). 

 

 

2.2.1 Hormônio Tireoideano e Inibidor do Ativador do Plasminogênio 1 (PAI-1) 

Diversos ensaios clínicos já tentaram elucidar a relação existente entre o 

hormônio tireoideano e o PAI-1 (74, 78-83). Os autores encontraram uma forte 

correlação positiva entre as concentrações de PAI-1 e as concentrações de T3 e T4. 

Esses autores observaram que os pacientes com hipotireoidismo apresentavam a 

capacidade fibrinolítica aumentada, promovendo risco de sangramento, e aqueles com 

hipertireoidismo apresentavam a capacidade fibrinolítica diminuída, favorecendo a 

formação de trombos (74, 80, 81, 83). Esse resultado está em concordância com alguns 

estudos realizados na década de 70 (78, 79). 

Outro estudo avaliou as alterações em proteínas do sistema fibrinolítico em 

pacientes que tinham câncer de tireóide e passaram um período em terapia de 

supressão do hormônio tireoideano. Os autores observaram que quando os pacientes 

estavam no estado hipertireoideo, as concentrações de fator VIII, fibrinogênio, 

antitrombina, t-PA e PAI-1 estavam aumentadas em relação ao período em que 

estavam no estado hipotireoideo. Concluíram que, em nível bioquímico, o TH parece 

ser pró-coagulante e antifibrinolítico (82). 

Os resultados parecem convergir para o fato de os pacientes com 

hipertireoidismo manifestado e hipotireoidismo subclínico terem o nível do PAI-1 

aumentado e, conseqüentemente, diminuída capacidade fibrinolítica, favorecendo a 

formação de trombos. Para os pacientes com hipotireoidismo manifestado, parece que 

o nível plasmático de PAI-1 é baixo. 

Apesar de estar evidente que existe relação entre a função tireoidena e 

concentrações plasmáticas de PAI-1, o mecanismo responsável por essa relação não é 

conhecido (64). 
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2.3 O Inibidor do Ativador de Plasminogênio Tipo 1 (PAI-1) 

 

2.3.1 O Sistema Fibrinolítico 

Sob condições fisiológicas, os sistemas de coagulação e de fibrinólise 

garantem simultaneamente que não ocorra perda excessiva de sangue e formação de 

trombos intravasculares. Quando um vaso se rompe, uma série de mecanismos para a 

constrição vascular, formação de tampão de plaquetas, de coágulo de fibrina e 

crescimento de tecido fibrótico permanente no vaso sanguíneo são ativados. A 

formação de coágulos de fibrina em sítios de lesão endotelial representa um processo 

crítico para a manutenção da integridade vascular. Por outro lado, a ativação do 

sistema fibrinolítico permite a precisa remoção de depósitos de fibrina formados, 

garantindo a fluidez do sangue. O equilíbrio funcional desses sistemas é garantido por 

vários mecanismos, como interações entre proteínas, respostas celulares complexas e 

regulação do fluxo sanguíneo (84-86). 

A fibrinólise é definida como a degradação da fibrina mediada pela plasmina. 

No sangue, é responsável pela degradação da fibrina e por manter a integridade 

vascular. Nos outros tecidos, é responsável por quebrar a matriz extracelular e controlar 

a adesão e migração celular, nos processos de fibrose tecidual (84, 87). 

O sistema fibrinolítico é composto por diversas proteínas (proteases séricas e 

inibidores). A plasmina, produzida a partir do plasminogênio ativado, é a enzima 

responsável por produzir os produtos de degradação da fibrina (PDF) (84). 

A degradação da fibrina produz uma série de produtos moleculares distintos. 

Quando a fibrina, que está ligada ao fator XIII, é degrada pela plasmina, fragmentos 

conhecidos como dímeros-D são liberados. Altas concentrações de dímeros-D na 

corrente sangüínea indicam, na prática clínica, estados de coagulação disseminada. 

Outros PDFs formados também parecem ter atividade biológica, como inibição da 

função plaquetária, potencialização dos efeitos hipotensores da bradicinina, quimiotaxia 

e imunomodulação (85). 

São conhecidos dois ativadores fisiológicos do plasminogênio: o ativador do 

plasminogênio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador do plasminogênio do tipo uroquinase 

(u-PA). O t-PA, considerado o ativador primário da fibrinólise, liga-se à fibrina e converte 
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o plasminogênio em plasmina presente no coágulo (88). De forma distinta, o u-PA 

possui baixa afinidade pela fibrina, mas é a principal forma expressa de ativadores de 

plasminogênio (PAs) em células migratórias e sua atividade é mediada pelo receptor de 

u-PA (u-PAR). O u-PA se liga ao u-PAR presente na superfície das células para iniciar 

sua atividade de proteinase, levando indiretamente à ativação da plasmina (89). 

A repressão desse sistema ocorre por meio da inibição dos ativadores do 

plasminogênio (PAs) mediante ação de inibidores específicos (PAIs), cujo principal 

representante é o PAI-1, e diretamente sobre a plasmina, função inibitória exercida pela 

α2-antiplasmina (figura 2.12) (90). 

 

 

 

 
Figura 2.12. Mecanismo de formação e degradação de fibrina pelo sistema fibrinolítico. O fator de 
coagulação Va ativa a protrombina, formando a trombina (fator de coagulação IIa) que converte o 
fibrinogênio em fibrina. O coágulo sangüíneo é composto por uma rede de fibrinas, que se adere 
a qualquer abertura vascular, impedindo a perda de sangue. Os ativadores de plasminogênio 
(PA) favorecem a formação da plasmina a partir do plasminogênio. A plasmina promove a 
degradação da fibrina em produtos de degradação da fibrina (PDF). Esse sistema pode ser 
reprimido mediante a inibição dos ativadores de plasminogênio (PAI) ou por meio da inibição 
direta da plasmina (antiplasmina). 
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A fibrinólise é regulada principalmente pelos inibidores de PA, que freiam o 

potencial destrutivo desse sistema proteolítico. Os inibidores de PA, ao inibir a 

fibrinólise, perpetuam o estado pró-trombótico e aumentam a predisposição para a 

formação de placas ateroescleróticas. Atualmente são conhecidas cinco moléculas que 

inibem os PA in vitro: PAI-1, PAI-2, PAI-3, protease nexina (PN-1) e neuroserpina 

(91). 

O PAI-1 é o inibidor fisiológico primário de t-PA e u-PA in vivo e tem se mostrado 

o principal inibidor do sistema fibrinolítico (85). Os aspectos relacionados a sua 

descoberta, estrutura, mecanismo de ação, propriedades, conseqüências patológicas e 

expressão gênica serão explorados ao longo deste trabalho. 

O PAI-2 é o regulador primário da ativação do plasminogênio no compartimento 

extravascular. O gene que codifica o PAI-2 está localizado no cromossomo 18 (92). O 

PAI-2 inibe o u-PA e t-PA de cadeia dupla, mas é um inibidor fraco de t-PA de cadeia 

simples (93). Altas concentrações de PAI-2 são encontrados em queratinócitos e 

macrófagos, sugerindo sua atuação na manutenção e integridade da epiderme e na 

defesa contra invasores. Também são encontrados altas concentrações de PAI-2 no 

trofoblasto humano, indicando possível participação no desenvolvimento embrionário 

(94). Concentrações significantes de PAI-2 são detectados no plasma humano somente 

durante a gestação (85). 

O PAI-3 inibe os ativadores de plasminogênio, mas tem como principal substrato 

a proteína C. A proteína C é uma serino-protease dependente de vitamina K presente 

no plasma e que, quando ativada, atua como um potente anticoagulante, regulando a 

atividade de alguns fatores de coagulação, como o Fator Va e VIIIa (95-97). Seu gene 

está localizado no cromossomo 14 e possui similaridade estrutural com o PAI-1 (98). 

A protease nexina 1 (PN-1) tem como substrato a trombina, mas também é um 

inibidor de u-PA. Seu gene está localizado no cromossomo 2 (99). A PN-1 é expressa 

em grande quantidade no sistema nervoso, onde se concentra nas junções 

neuromusculares e nas sinapses centrais do hipocampo e do estriato, exercendo 

atividade sobre o desenvolvimento, manutenção e remodelamento das sinapses 

nervosas (100). 
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A neuroserpina, descoberta recentemente, regula a atividade de t-PA no 

cérebro (101). O gene que codifica a neuroserpina está localizado no cromossomo 3 

(102). A análise de distribuição tecidual revela que a expressão neuronal ocorre 

predominantemente durante os estágios tardios da neurogênese e, no cérebro adulto, 

em áreas em que as sinapses nervosas estão associadas com a aprendizagem e 

memória (plasticidade sináptica) (103). A neuroserpina também promove proteção 

neuronal em doenças como a isquemia cerebral e epilepsia, pois previne a atividade 

excessiva do t-PA (104). 

 

 

2.3.2 PAI-1: Aspectos Gerais 

 

A) Descoberta 

Muitos esforços foram realizados para o entendimento do sistema fibrinolítico. 

Em 1950, Tagnon e Palade demonstraram a existência de um PA em células de 

mamíferos. A presença dessa proteína explicou o quadro de fibrinólise nos pacientes 

com choque hemorrágico, por queimadura ou trauma (105). 

Depois desse primeiro estudo, outros aspectos do sistema fibrinolítico foram 

elucidados. Um ponto fundamental foi a descoberta de que o endotélio participa 

ativamente do processo hemostático, não só por ser a interface entre o sangue e os 

tecidos, mas porque sintetiza e secreta moléculas biologicamente funcionais, como, por 

exemplo, a trombomodulina, o fator de Von Willebrand, o fator de crescimento 

endotelial vascular e o óxido nítrico (91, 106, 107). 

Após a descoberta dos ativadores de plasminogênio (o u-PA e o t-PA), foi 

identificada a existência dos inibidores dos ativadores do plasminogênio (PAI), cujo 

principal representante é o PAI-1 (87, 91, 108-119). O gene PAI-1 humano está 

localizado no braço longo do cromossomo 7 (120, 121). Muitos estudos têm sido 

realizados na tentativa de entender a regulação gênica dessa proteína (122-124). 

A geração de camundongos PAI-/- (que não expressavam a proteína PAI-1) 

possibilitou o início dos estudos do papel de PAI-1 na trombose (125, 126). Ao provocar 

lesão arterial e trombose por cloreto de ferro (FeCl3) em comundongos PAI-/-, 
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pesquisadores demonstraram que o trombo formado na carótida lesionada era menos 

estável e formava êmbolos com maior freqüência quando comparado aos 

camundongos PAI+/+ (que expressavam a proteína PAI-1) (127-129). Nos camundongos 

PAI-/-, a instabilidade do trombo reflete a exacerbada atividade dos PAs levando a um 

aumento na produção de plasmina e desenvolvimento de um estado hiperfibrinolítico 

(130). 

 

 

B) Propriedades 

O PAI-1 é uma glicoproteína de cadeia simples pertencente à família das 

serpinas contendo 402 aminoácidos com um peso molecular de 45 kDa (proteína não 

glicosilada) (131). A forma madura secretada de PAI-1 consiste em 379 aminoácidos e 

contém aproximadamente 13% de carboidrato, o que aumenta o peso molecular para 

50kDa (132). 

A origem do PAI-1 circulante em condições normais e patológicas ainda constitui 

fonte de especulação. Estudos em humanos sugerem que o fígado seja a fonte 

primária. Entretanto, o PAI-1 também pode ser identificado em células endoteliais, 

plaquetas, placenta, células vasculares musculares, células mesangiais, fibroblastos, 

monócitos/macrófago, no estroma do tecido adiposo e no plasma. Após sua síntese, é 

rápida e constitutivamente secretado. Não é armazenado no interior das células, exceto 

nas plaquetas, que contém a forma inativa de PAI-1 (91). 

Os complexos entre PAs e PAI-1 são desfeitos pela via dependente dos 

receptores de lipoproteínas de baixo peso molecular (LRP) (106). Uma vez ligado ao 

PA, o PAI-1 perde sua capacidade de ligação à vitronectina (VN), mas aumenta sua 

afinidade pelos receptores de depuração como o LRP. O local de eliminação in vivo é o 

fígado (133). 

 

 

C) Estrutura 

A estrutura do PAI-1 humano revelou significante homologia com membros da 

família de proteínas inibidoras de serino-proteases (serpinas) (131, 134-136). O PAI-1 
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foi caracterizado como uma arg-serpina, pois contém um resíduo de arginina em seu 

centro reativo (137, 138). 

O modelo da estrutura terciária das proteínas da família das serpinas foi gerado 

a partir de estudos de cristalografia. Observou-se que as serpinas possuem uma 

estrutura terciária similar, contendo 3 folhas β-pregueadas (A, B e C), 9 α-hélices (A a I) 

e uma alça central de reação (RCL) (132, 139). A estrutura terciária do PAI-1 está 

demonstrada na figura 2.13 (140). 

A alça central de reação (RCL) (em vermelho, na figura 2.13) do PAI-1, 

localizada na região carboxi-terminal da molécula, contém um sítio Arg346/Met347 que 

atua como um pseudosubstrato para a serino-protease alvo e fornece a especificidade 

da reação (132). A inibição dos PAs pelo PAI-1 ocorre de maneira rápida e 

estequioisômera, e o inibidor é consumido no processo, sendo um “inibidor suicida” 

(140). 

O PAI-1 ativado precisa se complexar com a vitronectina (VN). Essa interação 

não só estabiliza o inibidor, pois aumenta a meia-vida de 2 a 10 vezes, mas também 

altera a sua especificidade, impedindo que se ligue a outras serino-proteases, como a 

trombina por exemplo. Então, a VN parece ser o cofator de PAI-1 (141). 

O sitio de afinidade por PAI-1 na molécula de VN já foi mapeado e é denominado 

domínio somatomedina B (SMB). A estrutura cristalográfica do complexo PAI-SMB 

sugere que o mecanismo para a estabilização da atividade de PAI-1 pelo SMB seja 

devido ao fato de ele impedir o movimento da α-hélice F (em azul, na figura 2.13) sobre 

a folha β-pregueada A (em verde, na figura 2.13). Este movimento altera a 

especificidade e a estabilidade do PAI-1 (142, 143). 
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Figura 2.13. Modelo conformacional do PAI-1 nativo construído a partir do mapeamento 
da seqüência primária do PAI-1 humano. A alça central de reação (RCL) está 
representada em vermelho, a folha β-pregueada A em verde e a α-hélice F em azul (140). 

 

 

 

D) Mecanismo de Ação 

O PAI-1 pode ser detectado em três diferentes estados de atividade in vivo: na 

forma ativa, clivada e latente (figura 2.14). São as mudanças conformacionais na RCL 

do inibidor que parecem determinar seu estado (144). 

Na forma ativa, a RCL está exposta na superfície da molécula e é capaz de 

interagir com as proteinases alvo. Os resíduos Met347 e Arg346 são responsáveis pelo 

contato com os PAs e por formar ligações covalentes irreversíveis (figura 2.14 a). Uma 

vez formada a ligação entre o RCL do PAI-1 e o PA, a ligação entre os resíduos Met347 

e Arg346 é quebrada. A Arg346 liga-se na região amino-terminal da molécula na α-hélice 

F. Este movimento causa uma distorção e conseqüente inativação do PA (figura 2.14 

b). Além das formas ativa e clivada, existe a forma latente, na qual a parte amino-

terminal da RCL está inserida na folha β-pregueada A. Esta forma possui maior 

estabilidade, porém menor atividade inibitória (figura 2.14 c) (145) 
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Figura 2.14. Estrutura molecular esquematizada dos três estados em que o PAI-1 é encontrado 
in vivo: (A) forma ativa; (B) forma clivada e; (C) forma latente (145). Os resíduos de aminoácido 
Met347/Arg346, presentes na RCL da proteína reconhecem os PA (A). Quando a RCL reconhece o 
PA, a ligação entre os resíduos Met347/Arg346 é rompida e a RCL ligada ao PA se sobrepõe à 
folha β-pregueada A e α-hélice F, tornando a enzima inativa (B). Na forma latente (C), a RCL 
está inserida na folha β-pregueada A. E esta conformação é mais estável, mas apresenta menor 
capacidade inibitória. 

 

 

 

A forma ativa é sintetizada e secretada pelas células, mas é instável em solução 

e espontaneamente convertida para a forma inativa (latente), com uma meia-vida de 1 a 

2 horas à 37ºC. O tratamento com desnaturantes ou a interação com fosfolipídeos 

negativamente carregados (presentes na membrana celular de plaquetas ativadas, por 

exemplo) promove a conversão da forma latente para a forma ativa (144). 

O PAI-1 reage com t-PA de cadeia simples e dupla e com a u-PA de cadeia 

dupla, mas não reage com u-PA de cadeia simples. Como as outras serpinas, o PAI-1 

inibe as proteinases-alvo, formando um complexo na razão estequiométrica de 1:1, por 

uma ligação covalente entre o grupo hidroxila dos resíduos de serina do sítio reativo da 

proteinase e do grupo carboxi-terminal da RCL do PAI-1 (91). 

Nos vasos sanguíneos, o PAI-1 bloqueia a geração de plasmina dependente de 

t-PA e a degradação de coágulos de fibrina. Nas áreas extravasculares, PAI-1 

impossibilita o turnover da matriz por sua interação com o u-PA, que impede a 

degradação da plasmina. A plasmina é uma protease de amplo espectro que degrada 

várias proteínas da matriz: colágeno tipo IV, fibronectina, laminina, proteoglicanas, 
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assim como a fibrina. A fibrina também ativa as metaloproteinases de matriz (MMPs) 

(146). 

Entretanto, a ação do PAI-1 na adesão e migração celular pode ocorrer 

independentemente de sua ação proteolítica. O mecanismo proposto é que esse efeito 

tenha relação com sua propriedade de se ligar à VN, uma importante glicoproteína 

adesiva que contém um sítio de ligação para integrinas, responsáveis por “ancorar” as 

células à matriz celular, e um sítio de ligação para receptor de u-PA (uPAR), que atua 

na migração celular e transdução de sinais. O PAI-1, ao inibir competitivamente a 

ligação da VN a essas duas moléculas, bloqueia a ligação VN-integrinas, promovendo o 

“descolamento” das células da matriz extracelular e impede a ligação com uPAR, 

atrapalhando a migração celular (91, 106, 141, 147). 

 

 

2.3.3 PAI-1 e o Desenvolvimento de Doenças 

O PAI-1 é utilizado na prática clínica como um marcador molecular de risco 

para doenças cardiovasculares. Porém, sua importância não se resume ao fato de atuar 

na manutenção da integridade vascular. Exerce também diversas funções em outros 

processos patológicos do organismo, como no câncer, por seu efeito na angiogênese, 

nas doenças metabólicas, por sua significante correlação com o índice de massa 

corporal, triglicerídeos e insulina, e na glomeruloesclerose renal, por sua função no 

remodelamento da matriz celular (91, 148). 

As alterações nas concentrações do PAI-1 estão relacionadas com várias 

doenças vasculares, desde a trombose a anormalidades de remodelamento vascular, 

refletindo o papel do PAI-1 no sistema fibrinolítico e nos processos de adesão e 

migração celular. As concentrações aumentadas de PAI-1 resultam na diminuição da 

capacidade fibrinolítica e estão associados com várias doenças trombóticas, como o 

tromboembolismo venoso, doença da artéria coronariana e infarto agudo do miocárdio 

(149). Também está associado com a progressão da ateroesclerose, por inibir o 

clearance de fibrina incorporada nas placas ateroescleróticas (91). 



 34 

O PAI-1 também é um componente importante da síndrome metabólica (SM) e 

parece contribuir para o estado pró-trombótico e risco para doenças cardiovasculares 

(DCV) aumentado nesses pacientes (91). 

A SM pode ser definida como um grupo de anormalidades, dentre as quais 

obesidade, a resistência à insulina, hiperinsulinemia ou intolerância à glicose, 

hipertensão e hipertrigliceridemia/dislipidemia. Ela está associada a um aumento no 

risco de desenvolvimento de DCV. A expressão do PAI-1 é induzida por muitos 

componentes da SM, constituindo uma possível explicação para a relação entre o risco 

aumentado de DCV e a SM (106). 

Na obesidade, o tecido adiposo tem a capacidade aumentada de produzir PAI-

1, constituindo a principal fonte de PAI-1 nessa situação (150). Além disso, a insulina e 

glicocorticóides induzem a produção de PAI-1 em adipócitos de camundongos (151) e 

há evidências de que a administração de insulina em humanos diminui as 

concentrações plasmáticas de PAI-1 (152). A melhora da resistência à insulina pela 

perda de peso ou tratamento com rosiglitazona está associada a uma redução nas 

concentrações plasmáticas de PAI-1 (153). 

O sistema renina-angiotensina exerce importante papel no controle da pressão 

arterial. A angiotensina II é outro hormônio que estimula a expressão do PAI-1 em 

cultura de adipócitos (154), e a inibição da enzima conversora de angiotensina (ECA) 

reduz as concentrações plasmáticas de PAI-1 (155). Por fim, concentrações elevadas 

de PAI-1 estão associados com a hipertrigliceridemia e a secreção de PAI-1 em células 

endoteliais pode ser induzida por lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) e 

ácidos graxos livres (AGL) (156). 

Outro aspecto relevante é o papel de PAI-1 na promoção de crescimento de 

tumores. Muitos estudos clínicos sugerem que existe uma correlação positiva entre as 

concentrações de PAI-1 em tumores e um pior prognóstico de sobrevivência. Nesse 

sentido, o PAI-1 surge como sendo um marcador importante para o prognóstico para 

identificar o risco de reincidência. O mecanismo exato de como o PAI-1 influencia o 

crescimento tumoral e disseminação ainda não é completamente compreendido, mas é 

provável que PAI-1 atue em diferentes aspectos da biologia do tumor: pela inibição da 
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proteólise via inibição de u-PA e destruição da matriz extracelular, e por seu efeito na 

migração celular e angiogênese (106). 

 

 

A) PAI-1 e Nefropatia Diabética 

Um aspecto do PAI-1 relacionado ao desenvolvimento de doenças é a sua 

participação nos processos fibróticos. A fibrose é caracterizada pelo acúmulo excessivo 

de matriz extracelular na membrana basal e nos tecidos intersticiais. As duas principais 

proteases que limitam a deposição anormal de matriz são a plasmina e as metalo-

proteinases de matriz (MMPs). Há relatos de que a própria plasmina ative as MMPs e 

os dois sistemas degradem as proteínas de matriz. O PAI-1 reduz a produção de 

plasmina, diminuindo também a ativação das MMPs, aumentando então a formação de 

matriz. Esse conceito está amparado por estudos realizados com modelos animais de 

doenças fibróticas que mostram que o PAI-1 é regulado positivamente na 

glomeruloesclerose induzida por hipertensão arterial (147). 

A nefropatia diabética, caracterizada pelo acúmulo de matriz extracelular 

(ECM), é uma das principais causas de insuficiência renal crônica e está relacionada 

com aumento na proliferação de células mesangiais (153). 

Já foi demonstrado que a expressão do gene PAI1 está aumentada nos rins de 

pacientes com nefropatia diabética. Esse aumento se deve provavelmente ao aumento 

das concentrações de TGFβ, TNFα, renina, angiotensina II e fatores metabólicos, como 

a glicose e lipoproteínas (157, 158). 

Os receptores do proliferador ativado de peroxissomos (PPARs) são fatores 

transcricionais dependentes de ligante, que fazem parte da superfamília de receptores 

nucleares. Já foram identificadas 3 isoformas dos receptores PPAR (PPARα, PPARδ e 

PPARγ). Após a ativação os PPARs se heterodimerizam com o RXR e ligam-se aos 

elementos resposivos na região promotora dos genes-alvo (159). Os PPARs atuam no 

controle transcricional de diversos processos celulares, incluindo o metabolismo de 

lipídeos, glicose, homeostasia, diferenciação celular, inflamação e remodelamento da 

ECM (153) 
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Todas as isoformas de PPAR são expressas nos rins. As células mesangiais 

humanas sintetizam predominantemente o PPARγ As tiazolidinedionas, como a 

rosigliazona, são agonistas específicos do PPARγ. Os fibratos, como o bezafibrato, são 

agonistas específicos para os PPARα e PPARδ (159). A ativação do PPARγ por seus 

agonistas implica na significativa prevenção da nefropatia em ratos diabéticos (153). 

Observa-se a participação do sistema fibrinolítico na progressão dessas 

doenças. Já foi demonstrado que a concentração sérica de PAI-1 está aumentada em 

pacientes com obesidade, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e diabetes mellitus 

(153). 

Nesse contexto, vários estudos vêm tentando elucidar o mecanismo de 

regulação que possivelmente os PPARs exercem sobre a atividade de PAI-1 (160-168). 

Entretanto, os resultados são controversos e sugerem que esta regulação seja tecido-

específica e dependente do ligante utilizado. 

 

 

2.3.4 Deficiência em Humanos 

 O primeiro relato de deficiência da proteína PAI-1 em humanos foi observado em 

uma menina de 9 anos de idade foi descrito em 1992. Uma mutação ocasionada pela 

inserção de um dinucleotídeo (TA) no exon 4 resultou na síntese de uma proteína 

truncada e não funcional (a proteína produzida não possuía a RCL). Como 

conseqüência, a menina apresentava episódios hemorrágicos, todos em resposta a 

traumas e cirurgias (169). 

 Entretanto, uma descrição mais compreensiva da deficiência de PAI-1 em 

humanos foi realizada em um estudo que identificou uma família com 19 indivíduos 

heterozigotos e 7 homozigotos com deficiência completa para a mesma mutação 

descrita anteriormente. As manifestações clínicas observadas foram restritas a 

sangramento anormal em indivíduos homozigotos após trauma ou cirurgia. Os 

inibidores da fibrinólise, incluindo-se o ácido aminocapróico, foram efetivos para o 

tratamento e prevenção destes sangramentos (170). 
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 A análise da deficiência de PAI-1 em humanos sugere que a ausência de PAI-1 

não leva a sangramentos severos ou outros eventos adversos de maior proporção. 

Além disto, observa-se que a inibição da atividade de PAI-1 inibe a formação de 

trombos em modelos animais. Então, novas pesquisas são realizadas com o objetivo de 

desenvolver moléculas que sejam inibidoras de PAI-1, dando início a uma nova classe 

de fármacos antitrombóticos. Os inibidores de PAI-1 podem apresentar potencial 

benefício nas doenças em que as concentrações plasmáticas de PAI-1 estiverem 

elevados, como na trombose venosa profunda, câncer e diabetes mellitus tipo 2. Um 

exemplo de inibidor de PAI-1 em estudo é o PAI-039, tiplaxtinina. Entretanto, o 

mecanismo de inibição ainda é desconhecido (171-174). 

 

 

2.3.5 Expressão Gênica 

A produção de PAI-1 pode ser induzida por uma variedade de fatores de 

crescimento, citocinas e hormônios, o que sugere que o PAI-1 seja uma das moléculas 

mais reguladas do sistema fibrinolítico e sua expressão ocorra sob um restrito controle 

(106). 

A regulação do PAI-1 é alcançada primariamente por alterações em sua taxa 

de expressão. O gene PAI-1 em humanos contém aproximadamente 12,2kb e é 

composto por 8 íntrons. Dois mRNA distintos (aproximadamente 2,3 e 3,2 kb) são 

expressos em células humanas, e diferem em sua região 3’ não traduzida, como 

conseqüência de poliadenilação alternativa. Essa região contém uma seqüência rica em 

AT que possui importante papel na regulação da estabilidade do mRNA. A região 5’ 

flanqueada do gene humano contém o sítio de transcrição inicial, TATA Box (seqüência 

de DNA do promotor de eucariotos, conservada entre as espécies e importante para a 

atuação da RNA polimerase), e seqüências regulatórias que conferem responsividade 

transcricional a uma grande variedade de mediadores (175-177). 

As endotoxinas, componentes da parede celular de bactérias gram-negativas, 

são indutores potentes da produção de PAI-1 in vivo (178) e in vitro em diferentes tipos 

celulares (179). As citocinas, como o fator de necrose tumoral α (TNFα) (180) e a 

interleucina 1 e interleucina-6 (181), liberadas por células inflamatórias, representam um 
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grupo de moléculas que também regulam a expressão gênica do PAI-1. Os fatores de 

crescimento, como o fator de crescimento transformante β (TGFβ), liberado de 

plaquetas ativadas, induzem a expressão gênica do PAI-1 em muitos tecidos. A 

liberação de TGFβ das plaquetas em sítios de lesão vascular, inflamação e trombose 

pode induzir o PAI-1 nas células endoteliais adjacentes e, então, suprimir o sistema 

fibrinolítico na parede vascular (182). 

Outros fatores já foram descritos na literatura como indutores da expressão do 

PAI-1 in vitro. Dentre eles estão incluídos o fator de crescimento epidermal (183), o fator 

ativador de plaquetas (184), o fator de crescimento vascular endotelial (185), a insulina 

(186), a aldosterona (187), a angiotensina II, os corticoesteróides (188) e o estrogênio 

(189). 

Por fim, alterações nas concentrações plasmáticas do PAI-1 podem ser 

correlacionadas com variações genéticas no promotor do PAI-1. A variação genética 

encontrada com maior freqüência é a simples deleção ou inserção de uma guanina na 

posição 675 (polimorfismo 4G/5G) da região promotora do PAI-1. A presença deste 

variante produz efeitos distintos na expressão gênica do PAI-1. O alelo 4G, no 

polimorfismo 4G/5G, parece aumentar a taxa transcricional comparada ao alelo 5G, e 

humanos homozigotos para o alelo 4G apresentam concentrações superiores de PAI-1 

e maior risco de desenvolvimento de trombose venosa em comparação a sujeitos 

5G/5G (190). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

Considerando que: 

a) as disfunções da tireóide alteram o balanço coagulação-fibrinólise; 

 

b) existe uma forte associação entre a função tireoideana e as concentrações 

plasmáticas de PAI-1; 

 
c) a regulação transcricional de PAI-1 é importante para a manutenção da 

hemostasia e também para a prevenção de ateroesclerose e de fibrose de 

diversos tecidos e; 

 

d) até o momento, nenhum estudo avaliou o efeito de T3 sobre a atividade 

transcricional de PAI-1; 

 

 

Esse estudo investiga o efeito do TH e das diferentes isoformas do TR (TRα e 

TRβ) sobre a regulação da transcrição do promotor do PAI-1. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito do T3 e de seu receptor sobre a atividade transcricional no 

promotor do gene PAI-1 e esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na 

regulação desse gene. 

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

1. Estudar o efeito do T3 na regulação da atividade transcricional do receptor do 

hormônio tireoideano no promotor do gene PAI-1. 

2. Estudar o efeito das diferentes isoformas de TR (TRα e TRβ) na regulação e na 

expressão gênica do PAI-1. 

3. Avaliar a importância da interação direta de TR com o promotor do PAI-1. 

4. Estudar o papel das proteínas co-reguladoras na regulação transcricional 

causada por T3. 

 

 

4.3 Objetivo Secundário 

 

1. Estudar a ação de PPARα, PPARδ e PPARγ na regulação transcricional do 

promotor do PAI-1 em células mesangiais humanas. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 Plasmídeos 

Os plasmídeos são moléculas de DNA circulares auto-replicáveis, 

independentes do DNA cromossomal. Pode existir um grande número de cópias do 

mesmo plasmídeo em um uma única célula. Todos os plasmídeos possuem pelo menos 

uma seqüência de DNA que contém uma origem de replicação, que permite ao DNA 

plasmideal replicar-se independentemente do DNA cromossômico (Figura 5.1) (26). 

 

 

 

 
Figura 5.1. Desenho esquemático de uma célula eucariótica contendo DNA plasmideal 
com um gene de interesse. 

 

 

 

É uma ferramenta importante para a biologia molecular, pois, dentre outras 

aplicações, são usados para expressar proteínas específicas em diferentes células. 

Inicialmente, o gene a ser expresso é inserido no plasmídeo. Esse plasmídeo é, então, 

introduzido em células de mamíferos por meio de um processo denominado transfecção 

(que pode ser feita mediante a aplicação de uma corrente elétrica nas células, 

propiciando a abertura de poros em sua membrana e a entrada dos plasmídeos em seu 

interior). A célula de mamífero passará, então, a expressar as proteínas desejadas. 

Para a realização dos experimentos foram utilizados os plasmídeos pCMX, 

pCMV-CTRα, pCMV-TRβ1, pCDNA3-PPARα, pCDNA3-PPARγ e pCDNA3-PPARδ. 
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Os vetores pCMV e pCDNA3 contêm o promotor do citomegalovirus. A 

transcrição do RNA codificado pelo cDNA é controlada pelo promotor do 

citomegalovírus, o que permite a expressão desses RNAs em mamíferos, possibilitando 

a expressão destes RNAs em sistema de transcrição e tradução em células. 

Além disto, foram utilizados plasmídeos que codificam o TRβ1 com as 

mutações específicas em diferentes regiões do DNA. 

O mutante I280M é um mutante em que a isoleucina da posição 280 é 

trocada por uma metionina. Estudos anteriores demonstraram que mutações no resíduo 

I280 impedem que o receptor se associe a co-repressores, diminuem a capacidade de 

ligação ao T3, mas não impedem a sua capacidade de ligação a co-ativadores (30). 

O mutante F451X é um mutante do TR em que os dez últimos aminoácidos, a 

partir da fenilalanina 451, foram suprimidos. É uma mutação natural do TR, descrita na 

síndrome de resistência ao TH em que a hélice 12 (H12) está ausente e apresenta 

baixa afinidade pelo T3, sendo incapaz de se associar aos co-ativadores, mas 

interagindo com co-repressores (30, 49). 

O mutante L422R é um mutante em que a leucina da posição 422 é trocada 

por uma arginina. Estudos demonstraram que a região de aminoácidos hidrofóbicos 

presentes na H10 e H11 estão envolvidos na dimerização do TR. A leucina na posição 

422 cumpre papel crítico tanto para a homo quanto para a heterodimerização do TR. 

Portanto, o mutante L422R diminui a capacidade de dimerização do TR, por afetar a 

estabilidade dos dímeros (191). 

O mutante GAL-TRβ-LBD é uma quimera composta pelo LBD do receptor 

TRβ1 (aminoácidos 174 a 461) e o DBD do GAL4 – fator de transcrição de levedura 

ativado por galactosidase – (aminoácidos 1 a 147). Esse mutante não é capaz de 

reconhecer os TREs e se ligar ao DNA (192). O receptor quimérico GAL-TRβ-LBD foi 

generosamente cedido por Dr. John D. Baxter do Metabolic Research Unit, University of 

California San Francisco. 

Os plasmídeos repórteres utilizados foram três: PAI-1-LUC, contendo a região 

promotora do gene PAI-1 humano; F2-LUC, contendo o elemento responsivo de TR na 

forma de palíndromo invertido (F2); e PPRE-LUC, o elemento responsivo dos 

receptores PPAR dirigindo a expressão do gene da luciferase (LUC). 
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5.2 Cultura de Células 

As células U937, uma linhagem pró-monocítica humana, foram obtidas do 

Centro de Cultura de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em 

meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, adicionado de 10% de 

soro fetal bovino, 2mM de glutamina, 50U/mL de penicilina e 50µg/mL de 

estreptomicina 50µg/mL, e mantidas em frascos para cultura de células, marca 

Corning® de 75cm2, em incubadora a 37oC com 5% de CO2. 

As células mesangiais humanas, obtidas da American Type Cultured Collection 

(ATCC), Estados Unidos, foram cultivadas em placas para cultura de tecidos de 25cm2 

(Corning®) com meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium) 

adicionado de 10% de soro fetal bovino, 2mM de glutamina, 50U/mL de penicilina e 

50µg/mL de estreptomicina em um ambiente úmido com 5% de CO2 à 37ºC. Quando as 

células se tornavam confluentes, foram tripsinizadas com 3mL de solução de tripsina a 

0,25% em PBS (Phosphate Buffered Saline) e repicadas para outras placas de cultura. 

 

 

5.3 Ensaios de Gene Repórter Por Meio de Transfecção Transiente 

O ensaio de gene repórter é um método empregado para a pesquisa da 

atividade transcricional de receptores nucleares ou de outros fatores de transcrição. 

Esse ensaio consiste na inserção de plasmídeo de expressão e de plasmídeo repórter 

no interior do núcleo das células de interesse (transfecção), seguida de tratamento das 

células com os ligantes. Na presença de substâncias agonistas, o gene repórter (no 

caso, a luciferase) tem sua produção aumentada e serve de indicador para a atividade 

transcricional de um determinado receptor. 

Por este motivo, este ensaio foi utilizado para avaliar a atividade do T3, na 

presença de TR, sobre a expressão gênica de PAI-1 em células U937 e em células 

mesangiais humanas. A transfecção foi realizada segundo o protocolo já estabelecido e 

utilizado em nosso laboratório (191). 

O método de eletroporação foi utilizado para a transfecção. Esse método 

consiste na aplicação de pulsos de correntes elétricas a uma suspensão de células, 
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com geração de poros nas membranas plasmática e nuclear e, assim, entrada do DNA 

plasmidial de interesse. 

As células foram coletadas por centrifugação (2000g por 5 minutos) e 

ressuspendidas em solução PBS contendo cálcio na concentração de 2 x 107 

células/mL, dextrose e os plasmídeos. As células foram transferidas para cubetas e 

submetidas à eletroporação mediante um gerador de pulso Bio-Rad® nas condições de 

300mV e 950µF para as células U937 e 350mV e 750µF para as células mesangiais 

humanas. Após a eletroporação, as células foram transferidas para o meio de cultura e 

distribuídas em placas para cultura de células de 12 poços, marca Corning®. 

Após 24 horas, as células foram coletadas por centrifugação (14.000 rpm, por 2 

minutos) e lisadas em tampão de lise 1X (Promega®). Para a determinação da 

atividade da liciferase, o sistema de ensaio de luciferase (Luciferase Assay System) da 

marca Promega® foi utilizado, conforme instruções do fabricante. A luciferase catalisa a 

conversão da luciferina em oxiluciferina, e essa reação resulta em emissão de luz, 

quantificada em um luminômetro (Turner®), o qual gera resultados em unidades 

relativas de luz.  

 

 

5.4 Cálculo da Taxa de Ativação da Transcrição e Análise Estatística 

As células transfectadas foram tratadas com o veículo dimetilsulfóxido e etanol, 

na razão 2:3 (DMSO/ETOH 2:3) e com agonistas dos receptores nucleares (T3, 

bezafibrato e rosiglitazona). Assim, a taxa de ativação da transcrição dos receptores 

nucleares testados foi calculada pela razão entre a atividade das células induzidas pelo 

hormônio T3 ou pelos ligantes sintéticos dos receptores PPARs, bezafibrato ou 

rosiglitazona, sobre a atividade das células tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3). 

O cálculo da taxa de ativção pode ser expresso pela fórmula: 

 

Taxa de Ativação = Leitura da luciferase com ligante 

                              Leitura da luciferase sem ligante 
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Em se tratando de repressão, a porcentagem da leitura da luciferase é calculada 

levando-se em consideração que a leitura do TR ou do vetor vazio é de 100% na 

ausência do hormônio; a partir dessa correlação calcula-se a porcentagem para as 

outras leituras. Já a porcentagem da taxa de repressão é calculada para representar a 

diferença entre eitura sem T3 da leitura com T3 pela seguinte fórmula: 

 

% Taxa de Repressão = [(% leitura da luciferase sem ligante) – (% leitura da luciferase com ligante)] 

                                                             % leitura da luciferase sem ligante / 100% 

 

Os resultados apresentados nesse trabalho representam a média dos 

experimentos ± erro padrão de pelo menos três ensaios em triplicata. Os dados foram 

analisados pelo teste ANOVA seguido por Newman-Keuls Multiple Comparison, 

utilizando o Programa PRISM 4.0 (GraphPad Software, Inc.), assim como o cálculo do 

IC50. Foram consideradas significativas as variâncias p<0,05. 

As diferenças e semelhanças entre os tratamentos estudados foram 

apresentadas como letras em conjunto. A mesma letra para grupos distintos indica que 

não há diferença estatística entre eles, e letras diferentes para grupos distintos indicam 

diferença estatística entre eles. 

 

 

5.5. Transcrição e Tradução de Proteínas in vitro 

Os receptores utilizados para os ensaios de ligação com o DNA foram 

sintetizados utilizando-se um kit de transcrição e tradução in vitro (TNT T7 – Quick 

Coupled Transcription/Translation System – Promega®) (193). Nessa técnica, os 

plasmídeos contendo o cDNA que codifica o TRβ1 humano nativo e RXRα humano 

nativo regulados pelo promotor da RNA polimerase do bacteriófago T7 foram 

adicionados a um sistema que contém toda a maquinaria necessária para a transcrição 

e tradução da proteína. Esse sistema contém a RNA polimerase do bacteriófago T7, 

ribonucleotídeos, inibidor de RNAse e um lisado de reticulócitos de coelho 

suplementado com 40 µM ZnCl2 e aminoácidos (exceto a metionina). A metionina 
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marcada ou não com enxofre 35 (35S-Metionina, Perkin Elmer®), foi adicionada no 

momento da reação, dependendo se o objetivo era a síntese de receptores 

radioativamente marcados ou não, respectivamente. As reações foram realizadas em 

microtubos com capacidade para 1,5 mL com adição de 1µg do plasmídeo aos 

componentes necessários para a transcrição e tradução, seguindo-se uma incubação a 

28ºC por 90 minutos. Ao término da reação, foram coletadas amostras (1 – 2 µL) para a 

realização de eletroforese de proteínas, sendo o restante da reação congelado a -80ºC. 

A eletroforese de proteínas, em gel de poliacrilamida sob condições 

desnaturantes (sulfato duodecil sódico, SDS) (194) foi utilizada para confirmar a 

eficiência da síntese protéica in vitro, assim como o tamanho da proteína gerada. Após 

a corrida eletroforética (100-150v) , o gel foi fixado em uma solução de 30% metanol e 

10% ácido acético glacial durante 30 minutos, sob agitação, a temperatura ambiente. 

Em seguida, exposto por 30 minutos a uma solução amplificadora (Amplify, 

Amersham®) para intensificar a transmissão da energia radioativa, e secado a vácuo a 

70ºC por 40 minutos (Geldryer, Biorad ®). O gel seco foi submetido à autorradiografia, 

utilizando-se um filme de raios-X (Kodak®) por um período de 24 horas, sendo 

posteriormente revelado (figura 5.2). 

 

 

 
Figura 5.2. Síntese in vitro do TRβ1 marcado radioativamente pelo kit TNT T7-Quick. 

 

 

 

5.6 Ensaio de Alteração de Mobilidade em Gel (EMSA ou Gel Shift) 

 Para testar se o TRβ1 e RXRα traduzidos in vitro se ligavam a regiões 

específicas no promotor de PAI-1, utilizamos o ensaio de alteração de mobilidade em 

gel ou Gel Shift Assay (193). 
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 O ensaio de gel shift é uma técnica utilizada para se estudar a interação DNA-

proteína. Esse procedimento pode determinar se uma proteína ou uma mistura de 

proteínas podem se ligar a fragmentos do DNA (oligonucleotídeos) (195). 

 Os oligonucleotídeos utilizados nos experimentos foram: 

 

 

F2 F: GAGCCGCAAGTGACTCAGCGCGGGGCGTGTGCAGG 

F2 R: CCTGCACACGCCCCGCGCTGAGTCACTTGCGGCTC 

PAI-1wt 1 F: GGGGTCCTAGGCTTTTTGGGTCACCCGGCATGGC 

PAI-1wt 1 R: CCCCAGGATCCGAAAAACCCAGTGGGCCGTACCG 

PAI-1wt 2 F: GCAGAGGGCAGAAAGGTCAAGGGAGGTTCTCAGGCCAAGGCTATTGGGGTTTGCTCAATTG 

PAI-1 wt 2 R: CGTCTCCCGTCTTTCCAGTTCCCTCCAAGAGTCCGGTTCCGATAACCCCAAACGAGTTAAC 

PAI-1mut 1 F: GGGGTCCTAGGCTTATGCATTCACCCGGCATGGC 

PAI-1mut 1 R: CCCCAGGATCCGAATACGTAAGTGGGCCGTACCG 

PAI-1mut 2 F: CGTCTCCCGTCTTTAGTTCCCTAAGAGTGGTTGATAACAAACGAGTTAAC 

PAI-1mut 2 R: GCAGAGGGCAGAAATCAAGGGATTCTCACCAACTATTGTTTGCTCAATTG 

 

 

 As reações foram feitas em microtubos de 1,5mL de capacidade, mantidos no 

gelo. Após a adição dos componentes da reação de ligação: receptores sintetizados 

TRβ1 e RXRα) oligonucleotídeos dupla fita, tampão de ligação N0 (mono NaPO4 0,2M, 

Di NaPO4 0,2M, glicerol 100%, MgCl2 1M e EDTA 0,5M) e DMSO/ETOH ou T3. Os 

microtubos foram transferidos do gelo para a temperatura ambiente por 20 minutos e, 

ao final desse período, as amostras do meio reacional foram submetidas à eletroforese 

em um gel de poliacrilamida a 5%, sob condições não desnaturante. Nessa condição, 

os complexos de proteínas que não se ligarem ao DNA, permanecem intactos e não 

são afetados pela eletroforese. Isto ocorre devido ao fato de que a carga do complexo 

proteína-DNA é fornecida pelo DNA e pela proteína, que se encontra em seu estado 

nativo 

 O gel foi preparado com 5% de acrilamida/bisacrilamida em um tampão TAE 

composto de 67mM Tris-Base, 10mM EDTA e 33mM Acetato de Sódio, pH 7,5 a 25ºC. 

Após a adição de 200µL de persulfato de amônio (BioRad ®) e 25µL de N, N,N, N’,N’-

tetrametilenodiamina (TEMED, Amersham ®), essa mistura foi transferida para um 

sistema vertical de eletroforese (Hoeffer) até que ocorresse a polimerização. O gel foi 



 48 

submetido à eletroforese por 30 minutos (pré-corrida), 200V a 4ºC para a remoção de 

possíveis contaminantes presentes na solução de acrilamida e equalização da solução. 

Ao término desta pré-corrida, as amostras foram aplicadas nas canaletas, iniciando-se a 

eletroforese por 2 horas, 250V a 4ºC com o mesmo tampão TAE utilizado no gel. 

 Após a eletroforese, o gel foi fixado com uma solução fixadora de 30% metanol e 

10% ácido acético glacial por um período de 30 minutos. Em seguida, foi colocado em 

uma solução amplificadora (Amplify, Amersham ®). A seguir, o gel foi seco (Geldryer, 

Biorad ®) por 1 hora e 30 minutos e exposto a um filme de raios-X, para 

autorradiografia a temperatura ambiente, e posteriormente revelado. 
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6 RESULTADOS 

 

 

6.1 O Promotor do Gene PAI-1 é Negativamente Regulado pelo Hormônio 
Tireoideano 

 

O primeiro passo dessa investigação consistiu em determinar se a expressão 

do PA-1 era regulada pelo TR. Para tanto, foram realizados ensaios de transfecção 

transiente para avaliar o efeito do TR sobre o promotor do PAI-1. Foi utilizada uma 

linhagem de células pró-monocíticas humana U937 com plasmídeo repórter contendo a 

região proximal do promotor do PAI-1, fundido com o gene da luciferase (PAI-1-LUC). 

Os resultados obtidos revelaram que os receptores TRα e TRβ transfectados 

foram responsáveis por um aumento na expressão de PAI-1, com relação à transcrição 

basal observada com a trasfecção do plasmídeo pCMX. O tratamento com T3 (10-7M) 

ocasionou uma repressão de 70% quando comparado com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) 

para o TRβ1 e de 40% para o TRα1. A repressão promovida pelo T3 mediada pelo 

TRα1 não foi estatisticamene significativa (figura 6.1). 
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Figura 6.1. T3 reprime a atividade transcricional do promotor do gene PAI-1. Resposta ao T3 
promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRα1 ou TRβ1 em células pró-monocíticas 
humanas U937. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e 
tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 22h 
com a lise das células, e os números do eixo vertical representam a média do percentual da leitura da 
luciferase na ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, 
considerando-se P < 0,05. n=6. 

 

 

 

Como foi observado o efeito de repressão ocasionado pelo T3 no promotor do 

gene PAI-1, o segundo passo da investigação consistiu em determinar se esse efeito 

era de fato mediado pelo TR. 

Para responder a essa pergunta, existem diversos métodos que podem ser 

empregados. Foram realizar ensaios de transfecção transiente com TRα1 e TRβ1 com 

diferentes concentrações de T3 como tratamento (10-10M a 10-6M). O resultado desse 

experimento consiste na construção de uma curva dose-resposta. Se a repressão 

observada for mediada pelo receptor nuclear, a taxa de repressão deverá ser diferente 

para cada concentração, até atingir um platô, devido à saturação do receptor. 

Os resultados obtidos mostraram que o efeito do T3 na repressão do TRα1 e 

TRβ1 sobre o promotor do PAI-1 foi dose-dependente (figura 6.2). Isso indica que essa 

alteração na taxa de transcrição do PAI-1 podia ser mediada pelo TR. 
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Figura 6.2. A repressão da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1 por T3 é dose-
dependente em células U937. Curva dose-resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg do vetor de 
expressão TRβ1 ou TRα1 em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-transfectadas 
com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1 (PAI-1-LUC) e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) 
ou concentrações crescentes de T3 (10-10M, 10-9M, 10-8M, 10-7M e 10-6M). A atividade do gene repórter 
foi medida após 22hs com a lise das células, e os números representam o percentual de ativação em 
relação ao respectivo receptor na ausência de T3. O IC50 do TRα1 é igual à 3,067 x 10-10 M e do TRβ1 é 
igual a 3,808 x 10-10 M. n=3. O IC50 foi calculado utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.0. 

 

 

 

O IC50 (concentração inibitória para 50% da atividade) é uma medida que 

indica a efetividade da inibição de uma função biológica. Essa medida quantitativa 

sugere quanto do inibidor é necessário para inibir pela metade um processo biológico. 

O IC50 encontrado para o TRα1 foi de 3,067 x 10-10 M e do TRβ1, 3,808 x 10-10 M. O 

IC50 do TRα e do TRβ foram similares. 

Também foram realizados experimentos para avaliar a repercussão da 

concentração do receptor sobre a atividade transcricional do promotor do PAI-1 em 

células U937. A figura 6.3 mostra o percentual de repressão promovido por cada 

concentração de TRβ1. Os resultados indicam que o percentual de repressão foi maior 
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com o aumento da concentração do TR nas células (embora não tenha havido 

diferença estatística entre as diferentes concentrações do receptor). 

O experimento realizado para avaliar o efeito TRβ1 sobre o elemento 

responsivo F2-LUC (em detalhe na figura 6.3), demonstrou que o T3 promoveu uma 

ativação de aproximadamente 12 vezes quando comparado com o veículo 

(DMSO/ETOH 2:3). Este resultado confirmou que o TRβ1 utilizado nos experimentos 

era transcricionalmente ativo. 

Realizamos também esses experimentos em células mesangiais humanas. Os 

resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados com os pró-monócitos humanos 

U937. Os gráficos com os resultados estão apresentados no Apêndice A (figura A.1 e 

figura A.2). 
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Figura 6.3. A repressão da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1 por T3 depende da 
concenração de TRβ1 em células U937. Resposta ao T3 promovida pela adição de 0,5µg, 1µg, 2µg, 
4µg e 8µg do vetor de expressão TRβ1 em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-
transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC ou 4µg F2-LUC e tratadas com o 
veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise das 
células e os números do eixo vertical representam a média do percentual da repressão na ausência e 
presença de T3. n=3. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 
0,05. n=3 
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Para o estudo da repressão gênica, é relevante avaliar o efeito desse repressor 

sob condições em que o mesmo gene tem sua transcrição estimulada. Então, a próxima 

pergunta a ser respondida foi se mesmo com a superexpressão de PAI-1, haveria 

repressão efetiva promovida pelo T3. 

Para aumentar a transcrição do PAI-1, foi utilizada uma substância denominada 

éster de forbol PMA (12-miristato 13-acetato forbol). Essa substância atua como um 

ativador de proteína quinase C e já foi demonstrado que é um potente indutor da 

expressão gênica de PAI-1 (196). 

Os resultados desses experimentos são apresentados na figura 6.4. 

Observou-se que, mesmo na presença deste potente indutor da transcrição gênica do 

PAI-1, o efeito do T3 na repressão do TRα e TRβ sobre o promotor do PAI-1 foi 

significativo. 
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Figura 6.4. T3 reprime a transcrição de PAI-1 na presença de um potente indutor, o PMA, em 
células U937. Resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRα1 ou TRβ1 
em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o 
gene repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M e PMA. A atividade do 
gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os números do eixo vertical representam a 
média do percentual da leitura da luciferase na ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada 
pelo programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,001. n=3 
 

 

 

6.2 Efeitos de Mutantes do TRβ na Regulação da Expressão do Promotor do PAI-1 
 

Para melhor entender o mecanismo por meio do qual o TR regula a expressão 

gênica do PAI-1, foram realizados ensaios de transfecção com mutantes do TR que 

apresentam algumas particularidades, como a perda da capacidade de ligação a co-

ativadores, a co-repressores e ao DNA e a perda da capacidade de formação de 

dímeros. As características de cada mutante do Tβ1 utilizados no próximo experimento 

está descrita, sumariamente, na figura 6.5. 
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Figura 6.5. Mutantes do TRβ1. Principais características dos mutantes I280M, F451X, 
L422R e Gal-TRβ-LBD. 

 

 

 

Esse experimento nos permite avaliar o efeito de determinado aspecto sobre a 

repressão no promotor do PAI-1 promovida pelo T3. Assim, por exemplo, se o mutante 

do TR que não é capaz de se dimerizar (formar homo ou heterodímeros), como 

acontece com o L422R, abole a repressão promovida pelo T3, isso pode significar que o 

TR precisa estar dimerizado para exercer essa regulação negativa (ou seja, não atua 

como monômero). Dessa forma, avaliando os resultados obtidos com as transfecções 

mediante a utilização dos diferentes mutantes de TR, é possível começar a construir o 

mecanismo de ação por meio do qual o TR reprime a expressão gênica. 

Dessa forma, com este experimento o objetivo foi o de responder às seguintes 

perguntas:  

1) a repressão da transcrição do gene PAI-1 deve-se por intermédio da 

interação do TR com co-fatores?;  

2) seu efeito depende da dimerização do TR?; e  

3) seu efeito ocorre por interação direta do TR com o promotor do PAI-1? 

 

A figura 6.6 mostra o resultado de experimentos realizados em células U937 e 

a figura 6.7, os resultados realizados em células mesangiais humanas. 
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Figura 6.6. Para a regulação da atividade transcricional do promotor do gene do PAI-1, TRβ1 
necessita se ligar ao DNA e interagir com co-ativadores em células U937. Resposta ao T3 promovida 
pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRβ1 wt e mutantes I280M, F451X, L422R e GAL-TRβ-
LBD em células pró-monocíticas humanas U937. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor 
para o gene repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 10-7M. A atividade do 
gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os números do eixo vertical representam a 
média do percentual da repressão na ausência ou presença de T3. A estatística foi realizada pelo 
programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=3 
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Figura 6.7. Para a regulação da atividade transcricional do promotor do gene PAI-1, TRβ1 
necessita se ligar ao DNA, interagir-se com co-reguladores e dimerizar-se em células mesangiais 
humanas. Resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg dos vetores de expressão TRβ1 wt e mutantes 
I280M, F451X, L422R e GAL-TRβ-LBD em células mesangiais humanas. As células foram co-
transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 
2:3) ou T3 10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise das células, e os números 
do eixo vertical representam a média do percentual da repressão na ausência ou presença de T3. A 
estatística foi realizada pelo programa GraphPad Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=4 
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Os mutantes I280M e L422R reprimiram, significativamente, a transcrição do 

PAI-1, de forma similar à TRβ1 (50 e 45% respectivamente)`nas células U937. O 

receptor quimérico que não se liga ao DNA, GAL-TRβ-LBD, e o mutante F451X não 

foram capazes de reprimir a transcrição da mesma forma que o TRβwt. A taxa de 

repressão foi de 38% e 20%, respectivamente. Esses valores foram não significativos e 

semelhantes ao basal (pCMX). 

Nas células mesangiais humanas, todos os mutantes I280M, F451X, L422R e 

GAL-TRβ-LBD não foram capazes de reprimir a transcrição gênica promovida pelo 

promotor do PAI-1. O mutante I280M promoveu uma repressão de 12%; o mutante 

F451X, 11%, L422R, 10% e GAL-TRβ-LBD, 32% (versus uma repressão de 50% 

promovida pelo TRβ1). 

 

 

6.3 Identificação do Elemento Responsivo ao TRβ1 no Promotor do PAI-1 
 

Tendo em vista que o resultado obtido com as transfecções realizadas com os 

receptores TRβ mutados indicou que a ligação do receptor ao DNA é necessária para a 

repressão promovida pelo T3 sobre o promotor de PAI-1, buscamos identificar qual 

região do promotor do PAI-1 é reconhecida pelo TR como seu elemento responsivo. 

Ao analisar a seqüência de nucleotídeos da região promotora identificamos 2 

seqüências que já foram descritas em outros trabalhos, que poderiam corresponder aos 

elementos responsivos negativos ao TR (nTRE), seqüência AGGTCA (seq 1) espaçada 

por 4 nucleotídeos, caracterizando um elemento responsivo DR-4 e a seqüência 

TTTGGG (seq. 2) (49, 197, 198). 

Por este motivo, utilizamos regiões do promotor do gene PAI-1 contendo essas 

seqüências nativas e mutadas para a realização do experimento que analisa a 

capacidade de uma determinada proteína (no caso o TRβ) reconhecer e se ligar a 

essas seqüências de oligonucleotídeos. Esse experimento é denominado ensaio de 

alteração de mobilidade em gel ou gel shift. 

A figura 6.8 mostra que o TRβ, como homo e heterodímero, foi capaz de se 

ligar ao elemento responsivo nativo F2 (linhas 1 e 2; e 11 e 12), mostrando a 
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capacidade de a proteína sintetizada in vitro de se ligar ao seu elemento responsivo 

nativo. 

O TRβ, como homodímero, não foi capaz de se ligar às seqüências específicas 

da região promotora nativa do gene PAI-1 (seq 1 e seq 2) (linhas 3 a 6). Também não 

se ligou a nenhuma região mutada do promotor do PAI-1 (seq 1 mut e seq 2 mut) 

(linhas 7 a 10). 

Na presença do RXR, o TRβ ligou-se ao oligonucleotídeo que continha uma 

seqüência DR-4 (seq 1) (linhas 13 e 14), mas aboliu a ligação nesta mesma região 

mutada (seq 1 mut) (linhas 17 e 18). Também observamos que o heterodímero TRβ-

RXR ligou-se de maneira fraca à seqüência que contém a região TTTGGG (seq 2) 

(linhas 15 e 16) e não se ligou à essa mesma região mutada (seq 2 mut) (linhas 19 e 

20). 
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Seq 1: GCAGAGGGCAGAAAGGTCAAGGGAGGTTCTCAGGCCAAGGCTATTGGGGTTTGCTCAATTG 

Seq 2: GGGGTCCTAGGCTTTTTGGGTCACCCGGCATGGC 

Seq 1 mut: CGTCTCCCGTCTTTAGTTCCCTAAGAGTGGTTGATAACAAACGAGTTAAC 

Seq 2 mut: GGGGTCCTAGGCTTATGCATTCACCCGGCATGGC 

 

 
Figura 6.8. O TR liga-se, como heterodímero, à seqüência específica no promotor do gene de PAI-
1. O ensaio de ligação proteína-DNA foi realizado empregando-se 1µg de TRβ1wt sintetizado in vitro 
radio-marcado (35S-metionina) e 3µg de RXRwt sintetizado in vitro não radio-marcado, na ausência e na 
presença de T3 e 20ηg do oligo (F2, PAI-1wt1, PAI-1wt2, PAI-1mut1 e PAI-1mut2). As reações foram 
submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 5% não desnaturante e à autoradiografia. 
 

 

 

6.4 Efeitos dos Receptores Nucleares PPARs Sobre a Regulação do Promotor do 
PAI-1 
 

Dando continuidade à avaliação da especificidade da regulação transcricional 

do promotor do gene PAI-1, foi realizado o ensaio de transfecção transiente para avaliar 

o efeito dos receptores dos proliferadores peroxissomais nas isoformas α, δ e γ 

(PPARα, PPARδ e PPARγ) sobre o promotor do PAI-1. 
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A figura 6.9 mostra os resultados obtidos com os receptores PPARα, PPARδ e 

PPARγ em células mesangiais humanas. Na presença de bezafibrato 10-4 M, PPARα e 

PPARδ não regularam de forma estatisticamente significativa a transcrição de PAI-1-

LUC. O mesmo resultado foi verificado com PPARγ na presença de rosiglitazona 10-5M. 
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Figura 6.9. PPARα, PPARδ e PPARγ não alteram a transcrição do gene PAI-1 em células 
mesangiais humanas. Resposta bezafibrato (BEZA) e Rosiglitazona (ROSI) promovida pela adição de 
1,5µg do vetor de expressão PPARα, PPARδ e PPARγ em células mesangiais humanas. As células 
foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter PAI-1-LUC e PPER-LUC e tratadas com o 
veículo (DMSO/ETOH 2:3), ROSI 10-5M ou BEZA 10-4M. A atividade do gene repórter foi medida após 
22h com a lise das células, e os números do eixo vertical representam a média do percentual da leitura 
da luciferase na ausência ou presença dos ligantes. A estatística foi realizada pelo programa GraphPad 
Prism 4.0, considerando-se P < 0,05. n=3 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

Os THs são hormônios que participam de muitos processos fisiológicos e 

patológicos. Devido ao fato de exercer sua ação por meio de receptores nucleares, seu 

principal papel nestes processos consiste na regulação da expressão gênica. Por sua 

vez, essa regulação pode ocorrer estimulando ou reprimindo a expressão das proteínas 

(1). 

Muitos estudos já foram realizados no sentido de buscar quais genes são 

regulados pelos THs. O advento dos estudos de microarranjo de DNA (DNA microarray) 

possibilitou a identificação dos genes regulados pelos THs de forma mais ágil. Essa 

técnica objetiva medir as concentrações de expressão de transcritos em larga escala, 

ou seja, medir muitos transcritos ao mesmo tempo. Portanto, sua grande vantagem 

consiste na possibilidade de se realizar estes estudos em diversos tecidos, como o 

fígado, e em cultura de células, como fibroblastos, de maneira mais rápida (26). 

Dessa maneira, inúmeras proteínas reguladas, tanto positiva quanto 

negativamente pela presença do T3, foram identificadas (197, 199-202). Como exposto 

anteriormente, o mecanismo da regulação positiva está mais bem estabelecido. 

Entretanto, o mecanismo de regulação negativa é complexo e ainda controverso. 

Provavelmente, o melhor exemplo de regulação negativa seja a do gene da tireotrofina 

(TSH) na glândula pituitária como parte do mecanismo de retroalimentação negativa do 

eixo hipotálamo-hipófise-tireóide (41). 

O estudo de microarranjo de DNA realizado por Lin et al. (2003) demonstrou 

que o THs regulam a expressão gênica de várias proteínas relacionadas com a 

coagulação sangüínea e fibrinólise, como o fibrinogênio, o plasminogênio, o fator de 

coagulação X e o fator de coagulação II (51). 

Entretanto, estudos de fisiologia molecular também já identificaram genes que 

são regulados pelos THs. Shih et al. (2004) mostraram que uma cultura de células 

hepáticas que expressavam TRα de maneira estável, quando tratadas com T3, 

proporcionavam aumento nas concentrações de fibrinogênio (RNA e proteína). A 
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utilização de um inibidor da síntese protéica, a cicloheximida, mostrou que a regulação 

pelo T3 ocorria de forma direta, sem a necessidade da síntese de outras proteínas (51). 

Também foi demonstrado que a regulação exercida pelos THs sobre as 

concentrações de RNA da neuroserpina (inibidor do ativador de plasminogênio 

encontrado no sistema nervoso central) em diversas áreas do cérebro. Em algumas 

áreas do cérebro, como na camada cortical V, os THs reprimem a produção da 

neuroserpina. Entretanto, em outras áreas, tal como a camada cortical V, já foi 

demonstrado que as concentrações de RNA da neuroserpina não estão diminuídos no 

estado hipotireoideo (203). 

Os autores mostraram que o T3 aumenta a expressão da neuroserpina (RNA e 

proteína) sem alterar, no entanto, a taxa da transcrição gênica em cultura de células de 

neurônios da camada cortical V. O mecanismo proposto para essa regulação positiva 

do T3 sobre a neuroserpina nesta região do cérebro envolve a regulação que o T3 

exerce sobre a proteína HuD. A proteína HuD liga-se à porção 3’-UTR do RNA, 

conferindo maior estabilidade a este (203). 

A camada cortical V possui grande quantidade da proteína HuD, e no 

hipotireoidismo ocorre a regulação positiva dessa proteína. Assim, devido à 

superexpressão da proteína HuD nessa região do cérebro, ocorre um aumento na 

meia-vida do RNA da neuroserpina, aumentando a disponibilidade dessa proteína 

nesse tecido (203). 

Do ponto de vista do mecanismo de regulação gênica, o fenômeno da 

repressão pode ser estudado em experimentos de transfecção transiente em cultura de 

células. Isso porque nesse modelo experimental, aspectos relevantes do metabolismo 

in vivo dos THs, tais como a disponibilidade local do hormônio, que é controlado por 

transportadores de membrana, e sua ativação ou inativação por desiodases, estão 

incluídos nesse cenário (197). 

Tendo em vista que a regulação positiva e negativa ocorrem no interior de um 

mesmo contexto celular, esses mecanismos de regulação divergentes podem ser 

atribuídos à natureza dos diferentes elementos responsivos encontrados na seqüência 

de DNA da região promotora dos genes-alvo (197). Entretanto, a questão persistente é: 

como a regulação negativa efetivamente ocorre? 
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Esse tema vem sendo alvo de inúmeras tentativas de explicações e alguns 

autores já tentaram listar didaticamente formas de mecanismos possíveis de como a 

regulação gênica negativa ocorre (vide Capítulo 2. Revisão da Literatura, figura 2.9, pg 

18). Essas conclusões são derivadas de observações de estudos isolados que 

identificaram genes regulados negativamente e detalharam seu mecanismo de ação. 

Por esse motivo, esse estudo buscou explicar o mecanismo de repressão 

observado no gene PAI-1, e contribuir para o entendimento da regulação transcricional 

negativa. Isto porque cada proteína pode ser regulada de maneira distinta. Ademais, 

não se pode perder de vista as repercussões clínicas das concentrações de PAI-1 nos 

pacientes com disfunções da tireóide. 

 

Os resultados obtidos revelam que o T3 reprime a expressão do gene PAI-1 em 

células pró-monocíticas humanas e em células mesangiais humanas. O comportamento 

da expressão gênica do PAI-1 é similar a de outros genes regulados negativamente, 

como o gene da SOD-1 (49), em que a presença do receptor na ausência do hormônio 

eleva a taxa de transcrição gênica. A adição do hormônio, na concentração de 10-7 M, 

nas células transfectadas com TRβ, promoveu uma repressão de 70% em relação à 

taxa basal. A repressão observada nas células transfectadas com TRα foi de 40%. 

Mesmo a superexpressão do PAI-1 (no caso, promovida pelo PMA) não foi 

capaz de impedir a repressão promovida pelo T3. A curva dose-resposta demonstra que 

essa repressão é dependente da concentração de T3. Além disso, quanto maior a 

concentração de TRβ1, maior a taxa de repressão do promotor do PAI-1. Observamos 

também que o TRα1 e TRβ1 reprimem a expressão de PAI-1 de maneira similar nas 

duas linhagens celulares estudadas. 

Para testar a hipótese de o TRβ1 se ligar ao promotor do gene PAI-1, foi 

realizado o ensaio de gel shift com o TRβ1 radiomarcado e utilizamos duas seqüências 

do promotor do PAI-1. 

A figura 7.1 mostra as regiões que testamos como possíveis elementos 

responsivos no promotor do gene PAI-1. A primeira região, em vermelho, é a seqüência 

contida entre os nucleotídeos -422 e -389 e possui uma região TTTGGG. O mutante 

desta região foi construído trocando-se a seqüência TTTGGG por ATGCAT. A segunda 
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seqüência está contida entre os nucleotídeos -346 e - 286 e traz uma região DR-4 

(retângulo lilás). O mutante desta região foi construindo excluindo-se as guanosinas (G) 

que estão sublinhadas. 

 

 

 
 

Figura 7.1.  Região promotora do gene PAI-1 apresentando as possíveis regiões identificadas 
como elementos responsivos ao receptor do hormônio tireoideano. Em vermelho, a região que 
contém a seqüência TTTGGG. Em verde, a região que contém a seqüência 
AGGTCAagggAGGTCT (na caixa em llilás), caracterizando um elemento responsivo DR-4. 

 

 

 

Como esperado, o TRβ se ligou como homo e heterodímero na ausência do 

ligante e essa ligação foi revertida com a presença do T3. Foi observada a ligação do 

TRβ1, como heterodímero, em um uma região do promotor do PAI-1. Essa seqüência 

contém os nucleotídeos AGGTCAnnnnAGGTCT (caixa lilás). Essa é uma seqüência 

conhecida como DR-4, já bem estabelecida como um elemento responsivo do hormônio 

tireoideano. Além disto, podemos afirmar que essa é uma ligação específica, visto que 

o TRβ não foi capaz de se ligar a essa seqüência com mutações nessa região DR-4. 

Um resultado que corroborou para a relevância da ligação do TRβ1 ao 

promotor do PAI-1 foi o fato de o mutante GAL-TRβ-LDB não ter sido capaz de 

promover a regulação negativa. 

Também já foi demonstrado que o mutante do TRβ, G125S, que se liga ao 

elemento responsivo o elemento responsivo dos glicocorticóides (GRE) e não ao TRE, 

aboliu a regulação negativa dos genes do TSH (204) e da SOD-1 (49). 

Foi observado também que a ligação do TRβ ao promotor do PAI-1 no ensaio 

de gel shift foi mais fraca do que sua ligação ao elemento responsivo F2. Esse 
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resultado é similar ao observado em outros estudos que avaliaram nTREs. Entretanto, a 

causa desse fenômeno ainda não foi determinada (49, 198, 205). 

Kim et al. (2005) demonstraram que os co-repressores de receptores nucleares 

ativaram o promotor do CD44 por uma fraca ligação TR-DNA (100 vezes menor quando 

comparada ao DR-4). Essa ligação fraca foi essencial para a regulação do CD44 pelo 

T3 (198). 

O promotor do gene PAI-1 já foi alvo de diversos estudos. Alguns elementos 

responsivos já foram caracterizados (figura 7.2), incluindo o elemento responsivo a 

glicocorticóides (GRE) (123), que também é responsável pela ação da aldosterona 

(187, 206), o elemento responsivo ao VLDL (VLDRE) (207), que se encontra adjacente 

ao sítio comum de polimorfismo (4G/5G), localizado na região -675, e dois sítios Sp1 

que parecem mediar a resposta à glicose e o elemento responsivo do TNFα (208). 

Foram incluidos nesta figura as possíveis as regiões que caracterizam os elementos 

responsivos ao TRβ1 (TRE) no promotor do PAI-1, localizadas nos nucleotídeos -408 

(TTTGGG) e -333 (DR-4). 

 

 

 

 

 
Figura 7.2.  Localização esquemática das regiões promotoras do gene PAI-1 humano. 
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Também foi observada a necessidade da preservação da superfície de 

interação do TR a co-ativadores para a repressão do PAI-1. Isto porque, o receptor que 

continha mutação nessa superfície não foi capaz de reprimir a transcrição gênica do 

PAI-1. Esse resultado foi observado nas duas linhagens celulares estudadas. 

Concluímos que a ligação do TR aos co-ativadores é fundamental para a repressão do 

PAI-1 promovida pelo TR. 

Alguns estudos já demonstraram a importância da superfície de ligação a co-

ativadores no TR para a regulação transcricional negativa (50). Os co-ativadores são 

proteínas capazes de remodelar a cromatina via modificações enzimáticas das histonas 

promovendo sua acetilação ou via regulação da transcrição na região promotora por 

interação com a RNA polimerase ou outros fatores de transcrição (209). 

Entretanto, como explicado anteriormente, para a regulação gênica negativa, o 

TRβ1, quando não ligado ao hormônio, está associado a proteínas co-repressoras, e 

dessa forma, promove a ativação da transcrição dos genes-alvo. Com a ligação do 

hormônio ao receptor, o TRβ1 se dissocia dos co-repressores e associa-se aos co-

ativadores, causando a repressão dos genes-alvo (vide Capítulo 2. Revisão da 

Literatura, figura 2.9.a) (210). Por esse motivo, a manutenção da integridade da 

superfície de ligação às proteínas co-ativadoras têm se mostrado essencial para a ação 

dos THs na repressão gênica (50). 

Outro aspecto refere-se à diferença dos resultados obtidos com os mutantes 

nesses dois tipos celulares, sugerindo que exista diferença com relação ao mecanismo 

de ação. 

Outros receptores nucleares já demonstraram exercer regulação gênica 

diferenciada dependendo do tecido estudado (vide, abaixo, os comentários sobre os 

receptores PPARs). Isto porque o contexto celular determina: a) a taxa de entrada e 

saída do hormônio nas células; b) a presença e a concentração de proteínas co-

ativadoras e co-repressoras; c) o metabolismo intracelular do hormônio; e d) a presença 

de outras proteínas que reprimem indiretamente a ação do TR, por exemplo, 

seqüestrando co-ativadores ou co-repressores. 

Por esse motivo, entender o mecanismo de ação do TR em cada tipo celular é 

fundamental para, no futuro, delinear novas estratégias terapêuticas para o tratamento 
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de trombose, hemorragia e até mesmo fibrose tecidual, em pacientes com disfunções 

da tireóide. 

As duas linhagens de células que estudamos a regulação do promotor do PAI-1 

pelos THs são produtoras de PAI-1 in vivo (91). As células U937 são pró-monócitos 

humanos. A importância de se estudar a regulação de PAI-1 nesse tipo celular reside 

no fato de essas células atuarem em processos inflamatórios. Isso porque já está bem 

demonstrado a relação entre a inflamação, PAI-1 e processos trombóticos (156). 

Por outro lado, as células mesangiais humanas funcionam como um elemento 

de ligação entre os capilares glomerulares e participam das glomerulonefrites e o PAI-1 

é um importante fator envolvido na fibrose renal (147). Por esse motivo, é necessário 

entender o papel dos THs nessas células e se esses elementos estão envolvidos na 

regulação gênica de PAI-1. 

O resultado obtido está em aparente contradição com o observado 

clinicamente em pacientes com hipo ou hipertireoidismo. Observou-se nos estudos 

epidemiológicos uma associação positiva entre as concentrações plasmáticas do PAI-1 

e dos THs. Isso significa que, quanto maior a concentração plasmática de THs, maior a 

concentração do PAI-1 (64). 

Entretanto, a concentração plasmática de PAI-1 depende de sua síntese pelos 

principais tecidos produtores, que são o fígado, o endotélio e também dos adipócitos 

(nos indivíduos obesos) (91) Em nosso estudo, avaliamos somente as células 

leucocitárias e mesangiais humanas. Assim, é possível que a regulação de PAI-1 pelos 

THs seja tecido-específica e novos estudos deverão abordar essa questão. 

Outros receptores nucleares já foram identificados como reguladores da 

expressão do PAI-1. Estudos indicam que tanto a aldosterona quanto a angiotensina II 

e IV, por meio do receptor de mineralocorticóides (MR) aumentam a expressão de PAI-

1 em algumas linhagens celulares como, astrocitos, células endoteliais, células 

epiteliais dos túbulos proximais e células mesangiais de ratos (187, 211-213). 

Outro receptor nuclear que já foi alvo de investigação sobre a possibilidade de 

regular a expressão do PAI-1, foi o receptor de estrogênio (ER). A associação entre o 

estrogênio e o sistema fibrinolítico foi demonstrada em estudos observacionais e 

ensaios clínicos, evidenciando que mulheres na pré-menopausa apresentam 
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concentrações plasmáticas de PAI-1 menores do que mulheres na pós-menopausa, e 

que a terapia de reposição hormonal (TRH) atenua a produção de PAI-1 (214). 

Smith et al. (2004) estudaram o mecanismo molecular por meio do qual o ER 

regula a expressão gênica em células vasculares. Observaram que o ERα ativou a 

transcrição do PAI-1 enquanto o ERβ causou sua repressão. Esse estudo demonstrou 

que o ERα ativou a transcrição por uma ligação direta à região em seu promotor, 

localizado na região -427 (identificado nesse estudo). Esses autores não conseguiram 

identificar o mecanismo por meio do qual o ERβ reprimiu a transcrição (189). 

Outros receptores nucleares que têm sido investigados quanto à possibilidade 

de regular a expressão gênica do PAI-1, são os receptores PPARs Isso porque, 

observa-se nos pacientes com diabete mellitus (DM) altas concentrações plasmáticas 

de PAI-1 (215). Por esse motivo, é uma hipótese que os PPARs possam estar 

relacionados com a regulação da expressão de PAI-1. 

Os resultados dos estudos realizados são controversos e sugerem que esta 

regulação seja tecido-específica e dependente do ligante utilizado (160, 162-165, 168). 

Por exemplo, Marx et al. (1999), demonstrou que a ativação do PPARγ, em células 

endoteliais humanas, por ligantes naturais, aumentou a expressão de PAI-1. Isso 

sugere que PPARγ atua como um regulador positivo da expressão gênica do PAI-1 

nesse tipo celular (162). Por outro lado, o estudo de Kato et al. (1999) mostrou a 

inibição da expressão de RNA mensageiro (mRNA) de PAI-1 ao utilizar ligantes 

sintéticos de PPARs, também em células endoteliais humanas, sugerindo que a 

secreção de PAI-1 é regulada negativamente em nível transcricional (163). 

Devido ao fato de ainda não terem sido realizados experimentos em células 

mesangiais humanas, esse trabalho se propôs a testar se os PPARs estariam 

envolvidos na regulação gênica do PAI-1 nesse tipo celular. Os resultados revelaram 

que os PPARs e seus ligantes, bezafibrato e rosiglitazona, não promoveram alterações 

na transcrição do promotor do PAI-1. 

Assim, são necessários estudos adicionais para esclarecer o mecanismo pelo 

qual os PPARs regulam a expressão do gene PAI-1. A elucidação desse mecanismo é 

importante para o entendimento da relação entre doenças metabólicas e distúrbios 

cardiovasculares e pode ser uma futura contribuição para evitar a progressão de 
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processos patológicos tais como a síndrome metabólica, a resistência à insulina, o 

diabetes mellitus, obesidade e a dislipidemia. 

 

Em conclusão, esse estudo revelou que o promotor do gene PAI-1 é um novo 

alvo para a ação do TR. Dado que o PAI-1 é o principal regulador do sistema 

fibrinolítico e está envolvido em processos de fibrose tecidual, isso associa o hormônio 

tireoideano aos processos trombóticos e ao risco de hemorragia. 

Além disso, esse estudo destaca que o promotor do PAI-1 é uma ferramenta 

útil para o estudo dos genes que são regulados negativamente pelo hormônio 

tireoideano, fornecendo nova percepção sobre a regulação negativa promovida pelos 

receptores nucleares. 

Entretanto, alguns experimentos ainda são necessários para complementar o 

entendimento sobre o mecanismo por meio do qual os THs regulam a expressão gênica 

do PAI-1, principalmente: a) demonstrar o efeito do T3 sobre a expressão do RNA 

mensageiro (mRNA) e sobre a proteína; e b) confirmar se o efeito do TR é mediado 

diretamente sobre o promotor do PAI-1 ou por meio da modulação da expressão de 

outro fator de transcrição. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 

1. Os estudos em células pró-monocíticas (U937) e mesangiais humanas sugerem 

que o promotor de PAI-1 seja regulado negativamente, de maneira dose 

dependente pelo T3 e esse efeito é igual para TRα e TRβ. 

 

2. O mecanismo de regulação da repressão da transcrição do gene PAI-1 parece 

depender da ligação do receptor do hormônio tireoideano ao DNA. 

 

3. Foram identificados dois possíveis elementos responsivos ao TR no promotor do 

PAI-1 entre o nucleotídeo -422 e -389, que contém uma seqüência TTTGGG, e 

entre o nucleotídeo -346 e -286, que contêm uma seqüência DR-4. O TR se liga 

como heterodímero às seqüências de DNA citadas. 

 

4. A preservação da superfície de interação do TR com os co-ativadores parece ser 

importante para a regulação negativa do promotor do PAI-1. 

 

5. Os PPARs (PPARα, PPARδ E PPARγ) e seus ligantes, bezafibrato e 

rosiglitazona, não promoveram alterações na transcrição do promotor do gene 

PAI-1. 
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9 APÊNDICE A 
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Figura A.1. Efeito do T3 na repressão do TRβ1 no promotor do PAI-1 em células mesangiais 
humanas. Curva dose-resposta ao T3 promovida pela adição de 1µg do vetor de expressão TRβ1 em 
células mesangiais humanas. As células foram co-transfectadas com 2µg do vetor para o gene repórter 
PAI-1 (PAI-1-LUC) e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou concentrações crescentes de T3 (10-

10M, 10-9M, 10-8M, 10-7M e 10-6M). A atividade do gene repórter foi medida após 22hs com a lise das 
células, e os números representam o percentual de ativação em relação ao respectivo receptor na 
ausência de T3. O IC50 do TRβ1 é igual a 4,3 x 10-10 M. n=3. 
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Figura A.2. Efeito de diferentes concentrações do TRβ1 sobre o promotor do PAI-1 em células 
mesangiais humanas. Resposta ao T3 promovida pela adição de 0,5µg, 1µg, 2µg, 4µg e 8µg do vetor 
de expressão TRβ1 em células mesangiais humanas. As células foram co-transfectadas com 2µg do 
vetor para o gene repórter PAI-1-LUC ou 4µg F2-LUC e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou T3 
10-7M. A atividade do gene repórter foi medida após 22h com a lise das células e os números do eixo 
vertical representam a média do percentual da repressão na ausência e presença de T3. n=4. 
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