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RESUMO 

A Síndrome de Resistência ao Hormônio Tireoideano (SRHT) é uma patologia 

caracterizada pela resposta reduzida dos tecidos-alvo ao hormônio tireoideano (HT).  

Ocorre comumente devido a mutações em um alelo do gene do receptor do 

hormônio tireoideano β (TRβ) que codifica para um TR mutante, o qual inibe a 

função do TRβ wt, fenômeno conhecido como dominância negativa. Em genes 

regulados positivamente pelo T3, o mecanismo molecular de dominância negativa 

tem sido bastante estudado. Porém, o mecanismo com que esta ocorre em genes 

cuja transcrição é reprimida por T3 precisa ser melhor elucidado. Estudos indicam 

que o PPAR é capaz de se dimerizar com o TR e inibir seletivamente a atividade 

transcricional exercida pelos TRs por competição com o RXR na ligação ao DNA e 

que o TR também é capaz de inibir a atividade transcricional exercida pelo PPAR. O 

mecanismo dessa inibição não está bem esclarecido. O primeiro objetivo do 

presente estudo foi investigar o mecanismo molecular do efeito dominante negativo 

exercido pelo mutante TRβ-F451X, em genes regulados negativamente pelo T3 e a 

importância da dimerização nesse fenômeno. Essa mutação é encontrada em 

pacientes com SRHT que apresentam severo retardo mental, distúrbio no 

desenvolvimento da fala e hiperatividade. Nossos resultados mostraram que o 

mutante F451X exerce dominância negativa sobre TRβ nativo em promotor de TRH 

e AP-1. Observamos que o TRβ1 wt  e os mutantes F451X e G345R, outro mutante 

da síndrome, se heterodimerizam com o RXR em TRH e essa dimerização parece 

ser importante para que o efeito de dominância negativa em TRH seja observado. 

Essa heterodimerização não foi observada em AP-1, porém ocorre dominância 

negativa, sugerindo que outro mecanismo diferente da heterodimerização esteja 

envolvido no fenômeno. O segundo objetivo foi investigar a presença de dominância 

negativa do TRβ1 wt  e TRβ1 F451X em genes regulados pelo receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma (PPAR). Observamos que o TRβ1 wt na proporção 

1:5  e o mutante F451X na proporção 1:1 apresentaram inibição da ação do PPARγ 

e que a dimerização e a interação com correpressores parece ser importante para a 

ocorrência da dominância negativa sobre PPAR em DR1.  

 



10 

 

Palavras-chave: Síndrome de Resistência aos Hormônios Tireoideanos; receptores 
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ABSTRACT 

The Syndrome of Resistance to Thyroid Hormone (RTH) is a disease characterized 
by reduced response of target tissues to thyroid hormone (TH). Commonly occurs 
due to mutations in one allele of the thyroid hormone receptor β (TRβ), which 
encodes a TR mutant, which inhibits the function of TRβ wt, a phenomenon known 
as a dominant negative. In positively regulated genes by T3, the molecular 
mechanism of negative dominance has been well studied. However, the mechanism 
through which this occurs in genes whose transcription is repressed by T3 needs to 
be better elucidated. Studies indicate that PPAR is able to dimerize with TR and 
selectively inhibit the transcriptional activity exerted by TRs by competing with RXR 
on DNA binding and that the TR is also able to inhibit the transcriptional activity 
exerted by PPAR. The mechanism of this inhibition is not clear. The first objective of 
this study was to investigate the molecular mechanism of the effect exerted by the 
dominant negative mutant TRβ-F451X in genes negatively regulated by T3 and the 
importance of dimerization in this phenomenon. This mutation is found in patients 
with RTH who have severe mental retardation, developmental disorder of speech 
and hyperactivity. Our results showed that the mutant F451X TRβ exerts dominant 
negative effect on native TRH promoter and AP-1. We observed that the TRβ1 wt 
and the mutants G345R and F451X, another mutant of the syndrome, if 
heterodimerize with RXR on HRT and this dimerization appears to be important for 
the effect of dominant negative TRH is observed. This heterodimerization was not 
observed in AP-1, but is dominant negative, suggesting that another mechanism 
different from that heterodimerization is involved in the phenomenon. The second 
objective was to investigate the presence of dominant negative TRβ1 wt TRβ1 F451X 
and in genes regulated by receptor activated by peroxisome proliferators (PPAR). 
We observed that wt TRβ1 in proportion 1:5 and 1:1 F451X mutant inhibited the 
action of PPARγ and that dimerization and interaction with correpressors seems 
important for the occurrence of the dominant negative effect on PPAR in DR1. 
 

 

 

Key words: Syndrome of resistance to thyroid hormone; nuclear receptors; dominant 

negative; thyroid hormone receptor; receptor activated by peroxisome proliferators. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

2. APRESENTAÇÃO DO TEMA E JUSTIFICATIVA 

 

A Síndrome de Resistência aos Hormônios Tireoideanos (SRHT) é uma 

patologia caracterizada pela resposta reduzida dos tecidos-alvo ao hormônio 

tireoideano (HT). Refetoff e cols., em 1967, foram os primeiros a descrever essa 

síndrome em dois indivíduos que apresentavam bócio, surdo-mudez e atraso na 

idade óssea. Os níveis séricos de HT eram elevados, contrastando com os sintomas 

do hipotireoidismo (1,2,3). Nos indivíduos que apresentavam a SRHT não foi 

encontrado defeito na síntese do hormônio tireoideano, e sim um quadro bioquímico, 

que se caracterizava por níveis elevados de T3 e T4 na presença do hormônio 

estimulador da tireóide (TSH) elevado ou inapropriadamente normal, devido a uma 

falha na supressão da secreção do TSH, característico da sensibilidade reduzida 

(3,4). 

Após 20 anos do primeiro relato, a base molecular da SRHT foi elucidada e se 

deve, em grande parte, a anormalidades na isoforma β do receptor de hormônio 

tireoideano (TR). Os TRs são membros da superfamília de receptores nucleares e 

medeiam as ações do hormônio tireoideano. Os TRs agem como fatores de 

transcrição dependentes de ligante e aumentam ou diminuem a expressão dos 

genes alvo, dependendo dos elementos responsivos (RE) localizados nos 

promotores dos genes permitindo que sejam regulados de forma positiva ou 

negativa, respectivamente (5). Os TRs se ligam a seqüências específicas de DNA, 

denominadas elementos responsivos ao HT (TREs), que estão localizadas próximo 

do sítio onde se inicia a transcrição dos genes regulados pelo HT na forma de 

monômeros, homodímeros (TR/TR), e heterodímeros com o receptor X de retinóides 

(TR/RXR). (6). 

Na maioria dos indivíduos com SRHT, mutações em um alelo do gene do TR 

resultam na expressão de um TR mutante que inibe a função do TR nativo (wt), 

fenômeno conhecido como dominância negativa. Em genes regulados positivamente 

pelo T3, o mecanismo molecular da dominância negativa está bem estudado e 

envolve a dimerização do TR mutado com o TRwt ou com RXR sobre o DNA. 
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Porém, o conhecimento sobre como isso ocorre em genes cuja transcrição é 

reprimida por T3 ainda necessita ser investigado.  

Resultados prévios, realizados no laboratório de Farmacologia Molecular da 

Universidade de Brasília, em promotores de hormônio estimulador da tireoide (TSH), 

hormônio liberator da tireotropina (TRH) e colagenase (AP-1) que são regulados 

negativamente pelo T3, sugerem que a dimerização está envolvida na dominância 

negativa do TR mutante da SRHT quando este regula a transcrição no promotor do 

TSH. Por outro lado, no promotor do TRH e no sítio AP-1, o efeito dominante 

negativo não foi observado. Esses resultados contrastam com os dados da literatura, 

pois acreditava-se que todos os genes regulados pelo T3 sofreriam a dominância 

negativa (9).  

De forma semelhante aos TRs, os receptores ativados por proliferadores de 

peroxissoma (PPARs) também se heterodimerizam com o RXR para se ligar ao DNA 

A família do PPAR compõe-se de três importantes isoformas, PPARα, PPARβ/δ e 

PPARγ, que estão envolvidas no controle do crescimento, diferenciação e proliferação 

celular, além de ter um papel no controle do metabolismo de carboidratos e lipídeos. 

Nos últimos anos, novas funções foram atribuídas às isoformas do PPAR, sendo 

implicadas em doenças metabólicas como dislipidemia, aterosclerose, diabetes 

mellitus e câncer (12,13,15,16).  Estudos indicam que os PPARs são capazes de 

dimerizar com o TR e inibir seletivamente a atividade transcricional exercida pelos 

TRs por competição com o RXR na ligação ao DNA (11) e que mutantes de TR 

descritos na SRHT se heterodimerizam com PPARγ in vitro inibindo a ligação entre 

PPARγ ao seu elemento responsivo, de forma independente de T3 e RXR (11,16), 

exercendo desta forma um efeito dominante negativo em PPAR. Um exemplo do 

efeito dominante negativo de mutante de SRHT é o mutante Delta337T que altera a 

sinalização do PPARα no coração em tecido cardíaco no qual o TR e o PPARα 

regulam independentemente o metabolismo cardíaco (17). 

Baseados nesses resultados preliminares referentes à dominância negativa 

em promotores reprimidos por T3, realizamos experimentos de interação in vitro do 

TR com os promotores negativos, para verificarmos a formação de monômeros, 

homodímeros ou heterodímeros nesses promotores. Para avaliarmos o papel da 

dimerização na dominância negativa nos promotores de TRH e AP-1, utilizamos 

mutantes que atrapalham a dimerização do TR tanto no domínio de ligação ao DNA 
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(DBD) como no domínio de ligação ao ligante (LBD), previamente relatados por 

outros autores (10). Na segunda parte deste trabalho, visamos verificar a 

interferência de TR mutante da SRHT no PPAR em elemento responsivo regulado 

positivamente por este. Baseamo-nos em relatos de estudos que demonstraram que 

o TR mutado pode reprimir a atividade transcricional do PPARγ (11) e que o PPAR 

pode se dimerizar com o TR. 

 Na SRHT não ocorre o feedback negativo do T3 em TSH e TRH e a presença 

de um alelo mutado do receptor  do TRβ é suficiente para interferir sobre o alelo 

normal e se observar esse efeito. O mecanismo molecular de como essa dominância 

negativa ocorre ainda não está bem esclarecido e precisa ser estudado para que no 

futuro novos medicamentos possam corrigir esse efeito. O PPAR apresenta 

características semelhantes ao TR, como heterodimerização com o RXR e ligação a 

elementos responsivos positivos organizados em repetições diretas. Estudos relatam 

que o TR pode interferir na ação do PPAR e vice-versa. O mecanismo molecular 

também não está bem esclarecido e as implicações dessas interferências em 

aspectos clínicos ainda não foram correlacionados.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar o mecanismo molecular do efeito dominante negativo exercido 

pelos TRβ mutantes encontrados em pacientes na SRHT, nos genes regulados 

negativamente pelo T3 e nos genes regulados pelo PPAR. 

     

 

 3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Objetivo 1: 

Identificar se o mutante TRβ1 F451X exerce dominância negativa sob TRs 

nativos  em genes regulados negativamente por T3 (sítio AP-1 do promotor da 

colagenase e no promotor do gene TRH; e 

Identificar a interferência funcional dos mutantes que atrapalham a 

dimerização em LBD (3XLBD), em DBD (4XDBD) ou em ambos os domínios LBD E 

DBD (3XLBD/4XDBD) em relação ao TRβ1 wt no complexo AP-1 e no promotor do 

gene TRH.  

 

Objetivo 2: 

Investigar a presença da dominância negativa em genes regulados 

positivamente pelo PPARγ.   
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4. REVISÃO DE LITERATURA 

  

4.1 RECEPTORES NUCLEARES 

 

 

4.1.1 Classificação dos receptores nucleares 

 

 

Os receptores nucleares (RNs) são fatores de transcrição regulados por 

ligantes que variam de hormônios lipofílicos, vitaminas, dieta rica em lipídeos e 

outros sinais intracelulares (18). Em virtude da atividade dependente de ligante, os 

receptores nucleares servem como uma interface entre o ambiente celular e todo o 

corpo e o nosso genoma (12), e se ligam diretamente em sequências específicas no 

DNA, os elementos responsivos ao hormônio (HREs) (19). Os HREs geralmente 

estão localizados na região promotora dos genes alvos e são específicos para cada 

tipo de receptor. Um HRE típico possui duas cópias imperfeitas de um 

hexanucleotídeo AGGTCA ou suas variantes, separadas por uma lacuna de 

nucleotídeos distintos. Essas cópias podem estar arranjadas em diferentes 

orientações, com espaçamento e sequências flanqueadoras diferentes e os 

receptores nucleares ao se associarem aos HREs podem formar monômeros, 

homodímeros ou heterodímeros (6,20).  

Os RNs são classificados em três subgrupos baseados em seus ligantes 

fisiológicos e potenciais funções. A primeira classe é a de receptores endócrinos, a 

segunda, de receptores órfãos adotados e a terceira de receptores órfãos 

verdadeiros (Figura 01).  
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Figura 01. A superfamília dos RNs inclui 48 membros. Os ligantes naturais estão 
descritos à direita. Os receptores endócrinos (em rosa, 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 amarelo) que têm sua importância 
fisiológica estabelecida. A função fisiológica dos receptores órfãos adotados enigmáticos 
(em verde) e dos receptores órfãos verdadeiros (em azul) ainda não foi definida. Adaptado 
de Sonoda, 2008 (20). 

 

 

A primeira classe de receptores é a de receptores endócrinos que atuam 

como receptores com alta afinidade a hormônios e vitaminas e podem ser 

subdivididos em receptores heterodiméricos e os receptores para hormônios 

esteroidais. Entre os receptores heterodiméricos está o receptor do hormônio 

tireoideano, do ácido retinoico (retinoic acid receptor, RAR) e da vitamina D (vitamin 

D receptor, VDR) e são essenciais para o controle da homeostase e do sistema 

endócrino. Na ausência do hormônio (aporeceptores), estão localizados 

predominantemente no núcleo celular, em solução ou ligados ao HRE associados a 

outro receptor nuclear, o receptor retinoide X (RXR) (6,20,21).  Os aporeceptores, 

comumente ativos, podem estimular ou reprimir a expressão de genes com os quais 

estão associados. Geralmente os genes alvos estimulados pela ação do hormônio 

são reprimidos pelo aporeceptor e os genes alvos reprimidos pela ação do hormônio 

são estimulados pelo aporeceptor. 

 Os receptores heterodiméricos ligam-se preferencialmente a repetições 

diretas (Direct Repeats, DRs) do hexâmero AGGTCA (AGGTCA(n)AGGTCA). A 

especificidade da ligação é determinada pelo número de bases (n) que separa cada 
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hexâmero. A DR do TR é a DR-4, pois está espaçada por 4 nucleotídeos quaisquer. 

Além das DRs, existem elementos responsivos na forma de palíndromos não 

espaçados (AGGTCATGACCT), o TREpal (22) ou palíndromos invertidos e 

espaçados por 6 bases (TGACCT(n6)AGGTCA), o F2 (23). Aproximadamente 30 

elementos responsivos ao TR (TREs) naturais foram identificados, sendo que a 

maioria é DR-4, seguido pelo F2 e mais raramente o TREpal (24). 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 (25) (Figura 02).  

 

5’        AGGTCA NNNN AGGTCA         3’

5’      TGACCT NNNNNN AGGTCA         3’

5‘            AGGTCA      TGACCT              3’

DR4

F2

Pal

RXR

RXR

RXR

TR

TR

TR

 

Figura 02. Elementos responsivos ao TR (TREs): repetição direta (DR4), palíndromo 
invertido (F2 ou IP6) e palíndromo (Pal). O N indica o número de nucleotídeos entre os 
hexâmeros. Adaptado de Barra, 2004 (26).  

  

 

 

Quando o receptor dessa subclasse se liga ao hormônio (holoreceptor), 

observa-se a formação de heterodímeros com o RXR e a dissociação das proteínas 

correpressoras e a associação com as coativadoras que medeiam a estimulação ou 

repressão dos genes alvos (27,28).  

Os receptores para hormônios esteroidais incluem os receptores dos 

esteróides glicocorticoides (GRs), mineralocorticoides (MRs), androgênios (ARs), 

estrogênio (ER) e progesterona (PR). Na ausência do ligante, esses receptores 

estão associados em um complexo com proteínas de choque térmico (heat shook 
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proteins - HSPs) no citoplasma e, em alguns casos, no núcleo da célula. A ligação 

do hormônio dissocia os receptores desse complexo e induz a formação de 

homodímeros que se dirigem ao núcleo onde se ligam aos seus respectivos HREs, 

geralmente um palíndromo, espaçado por 3 bases (AGAACA(n3)TGTTCT), 

regulando a transcrição. Uma vez ligados diretamente ou indiretamente ao DNA, o 

complexo hormônio-receptor estimula ou reprime a transcrição (27,28,29).  

A segunda classe de receptores compreende os receptores órfãos adotados, 

que foram identificados originariamente baseados na homologia de sua sequência 

com os receptores endócrinos. Quando esses receptores foram descobertos não se 

conheciam os seus ligantes, por isso foram denominados de receptores órfãos. 

Posteriormente, com a identificação dos ligantes endógenos para alguns desses 

receptores, eles foram “de-orfanizados” e passaram a ser chamados de receptores 

órfãos adotados. A identificação de um derivado da vitamina A, o ácido 9-cis 

retinoico, como um ligante de alta afinidade pelo RXR representou a primeira adoção 

verdadeira de um receptor órfão (30). Essa classe atua como heterodímeros com o 

RXR e alguns desses heterodímeros podem ser ativados por ligantes do RXR 

(permissivo), embora outros não possam (não permissivos) (31). São exemplos de 

receptores órfãos adotados os receptores ativados por proliferadores peroxissomais, 

(PPARs -α, -β e -γ), o receptor do derivado do ácido retinóico, ácido 9-cis-retinoico 

(RXR), o receptor X hepático (LXR), receptor X do pregnano (PXR), receptor X 

farsenoide (FXR) e os receptores órfãos enigmáticos. Os receptores órfãos 

enigmáticos são receptores que o ligante já foi identificado, mas o papel de sua 

regulação dependente de ligantes para os processos fisiológicos não foi definido. 

Estão incluídos os receptores relacionados ao estrogênio β e γ (ERRβ e γ), receptor 

órfão relacionado ao retinoide α e β (RORα e β), receptor constitutivo de 

androstenona (CAR), fator esteroidogênico 1 (SF-1), o receptor hepático homólogo 1 

(LRH-1) e o fator nuclear hepatocitário 4α (HNF4α) (20). 

A terceira classe engloba os receptores órfãos verdadeiros. Nessa classe os 

ligantes naturais ou sintéticos ainda não foram identificados e é possível que os 

receptores não sejam regulados por eles, mas sim, por modificações ou 

combinações covalentes em sua estrutura, pelo nível de sua própria expressão ou 

ainda pela disponibilidade de coativadores (20). 
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4.1.2 Domínios Funcionais 

 

 

Os RNs são definidos por uma organização estrutural comum, caracterizada 

por domínios funcionais, entre elas a região amino-terminal (domínio A/B), o domínio 

de ligação ao DNA (DBD, domínio C), a região de dobradiça (hinge, domínio D), a 

região carboxi-terminal ou domínio de ligação ao ligante (LBD, domínio E) e, em 

alguns RNs, o domínio F (32) (Figura 03).  

 

 

(a)

A/B C D E F
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N- terminal
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C- terminal

Dobradiça
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Domínio de 
ligação ao DNA

LBD
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Figura 03. Estrutura geral dos receptores nucleares, com a representação dos 
domínios funcionais. (a) Estrutura primária, com a representação da região amino-terminal 
(domínio A/B, em que se encontra o domínio função de ativação 1 ou AF-1, implicado na 
transativação independente do ligante), domínio de ligação ao DNA (DBD, domínio C), 
região de dobradiça (hinge, domínio D), região carboxi-terminal ou domínio de ligação ao 
ligante (LBD, domínio E), e domínio F. (b) Estrutura secundária, com a representação das 
regiões amino (N) e carboxi-terminais (C), AF-1, DBD e LBD. Adaptado de Glass, 2006 (33).  

 

 

Os domínios funcionais de todos os TRs apresentam uma organização 

semelhante da encontrada nos receptores nucleares: domínio amino-terminal 

(domínio A/B), domínio central de ligação ao DNA (DBD) que contêm dois “dedos de 

zinco”, região de dobradiça (Hinge) contendo o sinal de localização celular, domínio 

de ligação ao ligante ou hormônio (LBD) e região carboxi-terminal (Figura 04). Esses 
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domínios e regiões apresentam múltiplas funções e os seus respectivos nomes 

representam as funções atribuídas inicialmente a eles (24).  

A/B C D E F

Porção
N- terminal

Porção
C- terminal

Dobradiça

AF-1 DBD LBD

Transativação
independente do 

hormônio

Ligação ao DNA
Dimerização

Rotação do DBD 
em relação ao 

LBD
Ligação do ligante

Dimerização
Transativação

 

Figura 04.  Estrutura linear representando os domínios funcionais dos receptores 
nucleares e suas funções. A/B, domínio amino-terminal; DBD/C, domínio de ligação ao 
DNA, hinge/D, região de dobradiça; LBD/E, domínio de ligação ao ligante; e F, região 
carboxi-terminal. Adaptado de Barra, 2004 e Glass, 2006 (26,33). 

  

 

Domínio amino-terminal (domínio A/B): apresenta função de ativação 

transcricional independente do ligante, conhecida como função de ativação 1 (AF-1) 

que pode operar de forma autônoma. Essa região tem tamanho variável e 

sequências diferentes entre as isoformas do TR além de apresentarem capacidade 

de interação com coativadores, como o fator transcricional IIB. Essa capacidade de 

interação com coativadores na ausência do ligante pode contribuir para uma 

ativação independente do ligante em genes alvo regulados positivamente. Estudos 

demonstraram também que esse domínio pode interagir com o mediador do 

silenciamento do receptor do ácido retinoico e do receptor do hormônio tireoideano 

(SMRT), mas podem bloquear o recrutamento de outros componentes do complexo 

correpressor (24,34,35).  

Domínio de ligação ao DNA (DBD): a estrutura é muito conservada em toda 

superfamília e sua principal função é a ligação ao DNA. Ela apresenta uma 
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sequência específica de reconhecimento dos HREs entre os diferentes membros da 

superfamília dos receptores nucleares além de ser uma região responsável pela 

dimerização do receptor. O DBD é localizado na porção central do TR e tem dois 

“dedos de zinco” independentes, cada um composto de quatro resíduos de cisteína 

coordenados por um íon de zinco. A integridade de cada dedo de zinco é crítica, 

pois substituições de resíduos de cisteína ou deleções comprometem a ligação do 

receptor ao DNA e, portanto, afeta a atividade transcricional. Os dois dedos de zinco 

são separados por uma sequência de 15 a 17 aminoácidos. Três aminoácidos da 

base do primeiro dedo representam a região chamada de caixa P (P-box,) e são 

responsáveis pelo reconhecimento do elemento responsivo específico para cada 

receptor, enquanto que uma sequência de cinco aminoácidos localizada entre a 

primeira e a segunda cisteína na base do segundo dedo é denominada de caixa D 

(D-box), que é importante para a dimerização do receptor (36,37,38). P-box é assim 

chamada por estar em posição proximal do domínio, já a D-box está em posição 

distal (Figura 05) (6).  

 

 

Hélice 1 Hélice 2 Hélice 3

P Box D Box

CTE

P Box

D BoxC N

 

 

Figura 05. Domínio de ligação ao DNA de receptores nucelares. Diagrama dos dois 
dedos de zinco e da extensão carboxi-terminal (CTE). Cada dedo de zinco é composto por 
quatro resíduos de cisteína coordenados por um íon de zinco. A hélice 1 contém a região P 
Box envolvida na discriminação do elemento responsivo. Aminoácidos no segundo dedo de 
zinco, região D Box, formam a interface de dimerização. Adaptado de Aranda, 2001 (39). 
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Região de dobradiça (Hinge): essa região não é muito bem conservada entre 

os diferentes receptores e age como uma dobradiça conectando o DBD ao LBD, 

permitindo assim o movimento de rotação do DBD e possibilitando que o TR se ligue 

nos TREs com diferentes orientações. A Hinge, em muitos casos, protege o sinal de 

localização nuclear, além de conter resíduos cujas mutações podem abolir a 

interação do receptor nuclear com os correpressores (39,40).  

Domínio de ligação ao ligante ou hormônio (LBD): esse domínio está 

localizado na região carboxi-terminal e é menos conservado que o DBD. Possui 

várias funções como homo e heterodimerização do receptor, ligação ao ligante ou 

hormônio, interação com as proteínas de choque térmico, atividade transcricional 

dependente de ligante, interação com coativadores e correpressores e a repressão 

transcricional revertida pelo hormônio. O LBD possui um região denominada função 

de ativação 2 (AF-2), que é responsável pela ativação transcricional dependente de 

ligante. Após a ligação do ligante, AF-2 passa a se interagir com coativadores 

permitindo a formação do complexo protéico envolvido na ativação da transcrição 

(41).  

A estrutura cristalográfica do LBD de muitos receptores nucleares já foi 

determinada, inclusive a estrutura do LBD do TR ligado ao hormônio (Figura 06) 

(42,43). O LBD do TR é formado por 12 α-hélices conservadas e 4 folhas β-

pregueadas organizadas em três camadas. Após a ligação do hormônio tireoideano, 

ocorre o dobramento da hélice 12 sobre as hélices 3, 4 e 5 criando uma superfície 

hidrofóbica que favorece a interação com coativadores e impede a ligação com 

correpressores (44).  
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Figura 06. Representação em fitas do LBD do rTRβ. As 12 α-hélices, numeradas de 1 a 
12 (H1 a H12), e o ligante (em roxo) encontra-se dentro do bolso de ligação (binding pocket) 
no LBD. Adaptado de Wagner et al, 1995 (45). 

 

 

4.2 RECEPTOR DO HORMÔNIO TIREOIDEANO 

 

 

Os TRs agem como fatores de transcrição dependentes do ligante que 

aumentam ou diminuem a expressão dos genes alvo. Para aumentar a expressão de 

genes alvo os promotores dos genes devem conter elementos regulados de forma 

positiva e para diminuir a expressão de genes alvo os promotores dos genes devem 

conter elementos regulados de forma negativa (5,7,46).  

Existem dois genes que codificam os TRs, TRα (gene THRA) e TRβ (gene 

THRB), localizados nos cromossomos 17 e 3, respectivamente. Os TRs são 

homólogos celulares do oncogene viral erb-A. Cada gene produz por splicing 

alternativo ou utilização de promotores distintos, várias isoformas de TRs: TRα1, 

TRα2, TRα3, TR∆α1, TR∆α2, TRβ1, TRβ2, TRβ3 e TR∆β3. Dessa forma, as diferentes 

isoformas do TR são α1, α2, β1, β2 e β3, sendo que somente α1, β1, β2 e β3 se ligam 

ao hormônio. As isoformas α2 e α3 diferem da α1 em sua região carboxi-terminal, 

enquanto TRα∆1 e TR∆α2 são versões truncadas do TRα1 e TRα2, respectivamente. 

Inícios alternativos no RNA mensageiro (messenger RNA,  mRNA) do TRα1 
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fornecem outras isoformas e uma delas é o p43. Essa isoforma parece regular a 

transcrição gênica mitocondrial por ser um receptor presente nas mitocôndrias 

(26,44). A isoforma α2, por não se ligar ao T3 pode inibir a transcrição mediada por 

TRα1 ou TRβ1 e uma possibilidade dessa inibição pode ser devida a uma 

competição com a ligação aos TREs e com a formação de heterodímeros com RXR 

(28). As isoformas β1, β2 e β3 diferem em sua região amino-terminal (47) (Figura 07).  
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Figura 07. Produtos protéicos dos genes do TRα e do TRβ (THRA e THRB). As cores 
representam regiões idênticas ou divergentes resultante do splicing alternativo do mRNA. O 
DBD está representado pelas regiões em preto. Adaptado de Basset, 2003 (48). 

  

 

A expressão dos mRNAs das isoformas dos TRs variam com o 

desenvolvimento e com a diferenciação celular e são expressos de forma específica 

nos diversos tecidos em humanos. Ainda que em níveis diferentes, os mRNAs do 

TRα1, TRα2 e TRβ1 são expressos em quase todos os tecidos: o TRα1 é abundante 

nos músculos esqueléticos, gordura marrom e coração, o TRα2 é abundante no 

cérebro e o TRβ1 está expresso em grande quantidade no fígado, rim e cérebro. O 

TRβ2 é expresso principalmente na glândula pituitária e em outras áreas do cérebro 

e em ratos, o TRβ3 no fígado, rim e pulmão, enquanto que o TR∆β3 no músculo 
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esquelético, coração, baço e cérebro (47,49,50). O TR∆α1 e o TR∆α2 são 

encontrados principalmente no epitélio do intestino delgado, pulmão e durante os 

estágios precoces do desenvolvimento (8,51).  

 

 

 

4.2.1 O Hormônio Tireoideano 

 

 

Os hormônios tireoideanos (HTs) são conhecidos por apresentar papel 

importante em inúmeros processos biológicos, como desenvolvimento, diferenciação 

e crescimento celular (24). São essenciais desde o período da embriogênese e 

maturação fetal dos vertebrados até a vida adulta (54). Seus efeitos afetam o 

sistema cardiovascular, pulmonar, neuromuscular, o metabolismo de carboidratos, 

proteínas e lipídeos e a regulação da temperatura corporal (53). Além disso, 

participam da síntese e da degradação de muitos fatores de crescimento e 

hormônios, o que resulta em outros efeitos secundários (19).   

Os HTs são produzidos e secretados pela glândula tireóide. A principal forma 

secretada é a 3,5,3’,5’-tetraiodo-L-tironina (tiroxina ou T4) e uma menor quantidade é 

secretada como 3,5,3’-triiodotironina (T3), a forma ativa do hormônio. O total 

plasmático de T4 é cerca de 45 vezes maior que o de T3 (90nM e 2nM, 

respectivamente) (24). A principal fonte de produção de T3 ocorre através da 

conversão de T4 em T3 por meio da 5’ desiodação de T4 nos tecidos periféricos 

promovidos por enzimas denominadas desiodases (26).  Três tipos de desiodases 

(D1-3) estão envolvidas na conversão do hormônio tireoidiano e mutações nessas 

enzimas podem explicar alguns mecanismos de resistência ao hormônio tireoideano 

(3,54,55).  

Por apresentarem uma alta ligação às proteínas plasmáticas, apenas uma 

pequena quantidade de T3 e T4 secretado encontra-se livre no sangue. A maior 

quantidade destes que está ligada a essas proteínas assegura uma distribuição 

regular do hormônio nos tecidos alvos. A entrada e a saída do hormônio nas células 

ocorrem principalmente por meio de transportadores específicos e uma menor 

parcela, por difusão passiva (56). 
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O mecanismo de ação dos HTs começa no núcleo celular no qual participam 

receptores nucleares aos quais o hormônio se ligará. Esses receptores específicos 

são conhecidos como receptores do hormônio tireoideano (TRs) que, uma vez 

ativados pela ligação ao hormônio, podem promover na célula a resposta à ação 

hormonal. Esse mecanismo é conhecido como mecanismo clássico ou genômico, ou 

seja, a maioria dos efeitos do HT ocorre via regulação transcricional de genes 

regulados pelo TRα ou TRβ. Entretanto, existem evidências de que os HTs podem 

exercer alguns de seus efeitos via mecanismos não genômicos, ou seja, que 

ocorrem em frações de segundos e não são inibidos pela adição da ciclohexamida, 

substância que bloqueia a síntese protéica. Por essa via, os HTs ativam a 

calmodulina, a captação de glicose, as cinases e a modulação do transporte de 

cálcio. Esse efeito pode estar localizado na membrana plasmática ou na mitocôndria 

(57,58).  Demonstrou-se que o T4, de uma forma mais intensa que o T3, ativa a 

cascata de sinalização da MAP cinase (mitogen-activated protein kinase), que por 

sua vez fosforila o TR em resíduos de serina localizados no DBD (59).  

O eixo hipotálamo-pituitária/hipófise-tireoide (eixo HPT), é fundamental para a 

regulação da síntese e secreção dos hormônios tireoideanos por meio do 

mecanismo de feedback negativo. O hormônio liberador da tireotropina (TRH) é 

produzido no núcleo paraventricular do hipotálamo e estimula, no lobo anterior da 

hipófise, a liberação das subunidades α e β da tireotropina (hormônio estimulador da 

tireoide – TSH).  Por sua vez, o TSH estimula a glândula tireóide a produzir os HTs. 

A expressão e produção de TRH e TSH são elevadas quando os níveis de HT são 

baixos e suprimidas quando os níveis de HT são altos. Ocorre, dessa forma, uma 

menor liberação de HT quando a produção de TRH e TSH está inibida pela 

presença de T3 (60).  

 

 

4.2.2 Mecanismo molecular de ação do hormônio tireoideano 

 

 

A estrutura tridimensional do TR é modificada quando ocorre a ligação ao HT. 

Nos genes que são positivamente regulados pelo HT, os TRs não ligados suprimem 

a transcrição basal destes genes pela interação com fatores de transcrição basal 

como o TFIIV e TFIID, que são componentes chaves da maquinaria de transcrição 
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basal (MTB), podendo inibir a montagem do complexo de pré-iniciação da 

transcrição no promotor (61) e também pela interação com uma classe de proteínas 

nucleares correpressoras como o correpressor do receptor nuclear (NCor) e o 

mediador do silenciador do receptor de HT e retinoides (SMRT). Foi demonstrado 

que os correpressores podem formar complexos com outros repressores como o 

SIN3 e complexo de desacetilase das histonas (HDAC). A desacetilação da histona 

tem um papel crucial na repressão basal pelo complexo correpressor/TR não ligado 

(5). Isto ocorre porque a estrutura da cromatina local se mantém de uma forma mais 

condensada e reprime a transcrição basal (62).  

A ligação do T3 no TR provoca uma alteração na conformação do TR, 

aumenta a ocupação do TRE pelos heterodímeros TR/RXR, libera o complexo 

correpressor e recruta coativadores como os coativadores do receptor de esteróide 

(SRC-1, SRC-2 e SRC-3), o complexo de proteína que interage com o receptor de 

vitamina D/proteína associada ao TR (complexo DRIP-TRAP), proteína 1 que 

interage com GR (GRIP), proteína associada ao cointegrador p300/CBP) e o fator 

associado a p300/CBP (pCAF), todos com atividade acetiltransferase (63). Essa 

atividade de acetiltransferase promove a acetilação das histonas, relaxando a 

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

maquinaria de transcrição basal no promotor dos genes alvo (62). Além de acetilar 

as histonas, os coativadores são capazes de acetilar outras proteínas como o fator 

de transcrição p53 e fatores de transcrição basal como TFIIE-TFIIF e isso pode 

contribuir para um aumento da atividade transcricional (Figura 08) (60).  
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Figura 08. Representação esquemática do mecanismo de ação do receptor do 
hormônio tireoideano. Na ausência de T3, o TR encontra-se ligado ao TRE como 
homodímero ou heterodímero associado a proteínas correpressoras, que compactam a 
cromatina na região promotora e inibem a maquinaria de transcrição basal (MTB). A ligação 
do T3 ao TR promove uma mudança conformacional, dissociando os homodímeros (TR/TR), 
favorecendo a associação de heterodímeros (TR/RXR). Essa mudança conformacional 
induz a liberação dos correpressores e o recrutamento de proteínas coativadoras ao TR, 
que relaxam a cromatina na região promotora e recrutam a MTB, ativando a transcrição de 
genes alvo. Adaptado de Barra et al, 2004 (26). 

 

 

4.3 REGULAÇÃO DA TRANSCRIÇÃO GÊNICA PELOS TRS 

  

 

O fato de que o TR altera os níveis de transcrição gênica, tanto na ausência 

como na presença de T3, tem importantes implicações na ação do hormônio 

tireoideano (51). Em contraste com os receptores esteroidais que são 

transcricionalmente inativos na ausência do ligante, os TRs sem ligantes podem se 

ligar aos TREs e modular a transcrição de genes alvos.  Os TRs sem ligantes podem 

reprimir a transcrição basal em TREs regulados positivamente (64,65,66). Por outro 

lado, os TRs podem ativar a transcrição de genes regulados negativamente como a 

subunidade α do hormônio glicoprotéico, TSH e TRH (67,68).  

A base molecular do mecanismo de retroalimentação negativa sobre a 

hipófise e o hipotálamo é a repressão clássica do TR nos genes do TSH (hipófise) 

(79) e do TRH (hipotálamo) (80). 
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4.3.1 Genes Regulados positivamente pelo T3 

 

 

Aproximadamente 30 TREs naturais foram identificados. Dentre eles, os 

principais genes regulados positivamente são o DR4 e F2 (24). Para os genes 

regulados positivamente, quando o TR não está presente na célula ou não possui 

capacidade funcional, observa-se uma transcrição residual dos genes-alvo (figura 

9.a). Quando o TR não está ligado ao HT, encontra-se ligado ao TRE reprimindo ou 

silenciando a transcrição basal, pois está associado às proteínas correpressoras 

(figura 9.b) (71). Já quando o TR está ligado ao HT ocorre uma dissociação do TR 

dos co-repressores e uma interação com proteínas coativadoras, ativando assim a 

expressão gênica (figura 9.c) (63).  
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Figura 09. Regulação da expressão gênica do TR em um TRE positivo em três 
situações. (a) Na ausência do TR há transcrição basal; (b) O TR ligado ao TRE como 
homodímero ou heterodímero com RXR na ausência do ligante se associa ao correpressor 
(CoR) e exerce um efeito supressivo nos genes positivamente regulados pelo TRE; (c) A 
formação do complexo TR/T3 resulta na dissociação do CoR, ocupação do TRE pelos 
heterodímeros TR/RXR e recrutamento do coativador (CoA) e consequente amplificação da 
transcrição dos genes positivamente regulados pelo TRE. Adaptado de Refetoff S e Weiss 
RE, 1997 (72). 

 

 

 

4.3.2 Genes regulados negativamente pelo T3 

 

 

A transcrição regulada positivamente por T3 está bem caracterizada. 

Entretanto, em genes regulados negativamente a atividade transcricional pode ser 

ativada na ausência do hormônio ou pela diminuição do hormônio (73). Esse 

mecanismo de regulação negativa ainda não foi muito bem elucidado. 

Entre os genes regulados negativamente pelo T3 estão o TRH e o TSH (TSHα 

e TSHβ). O mecanismo de regulação desses genes tem sido extensivamente 

estudado, pois são pontos críticos para o controle do feedback do eixo HPT. Sugere-

se que as regiões nesses genes que são responsivas ao T3 estão localizadas na 

região proximal do promotor (68,74), entretanto a ligação do TR a esses genes é 

fraca e é incerto se a regulação do TR ocorre por ligação direta ao DNA ou por 

interação proteína-proteína com outros cofatores. Um exemplo é a inibição da 

atividade de AP-1 (um fator de transcrição heterodimérico composto por c-jun e c-

fos) pelo TR (75). 
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As mudanças precisas na acetilação das histonas e as alterações resultantes 

na estrutura da cromatina que ocorrem durante a regulação negativa pelos HTs não 

estão bem caracterizadas. Enquanto correpressores aumentam a transcrição basal 

dos genes TRH e TSH quando o TR não está ligado ao T3 (68,76), em alguns casos 

os coativadores podem, paradoxalmente, estar envolvidos na repressão de genes 

regulados negativamente pelo T3. Tal fato foi observado em camundongos knock out 

do gene que codifica o coativador SRC-1 e camundongos que apresentam uma 

mutação na hélice 12, E457A (essa mutação no TR impede a interação com 

coativadores), e apresentam uma falha na regulação do TSH (77,78). Da mesma 

forma, mutações no TR que impedem a ligação do TR com proteínas co-ativadoras 

p160 suprimem a repressão mediada pelo T3 no promotor do TSHα, mas não 

impedem a ativação da transcrição mediada pelo TR na ausência do T3 (79). No 

caso do SMRT, este pode atuar como correpressor nos pTREs (TREs regulados 

positivamente) e como coativador nos nTREs (TREs regulados negativamente). 

Possivelmente, o complexo formado nesses dois elementos responsivos poderia 

adotar diferentes conformações, resultando em diferentes contribuições no complexo 

de iniciação transcricional. Observou-se anteriormente que a sensibilidade do 

complexo TR-SMRT às proteases é diferente e depende do elemento responsivo em 

que o complexo é formado (Figura 10) (80).  

 

 

 

Figura 10. Ilustração modelo das diferentes funções do SMRT no elemento positivo 
(pTRE) e negativo (nTRE). Na ausência do ligante, o TR na forma de homodímero (como 
na figura) ou heterodímero com RXR se liga ao pTRE. O SMRT é recrutado juntamente com 
outros polipeptídeos inibindo a maquinaria de transcrição basal. Por outro lado, quando o TR 
está ligado ao nTRE na ausência do hormônio, o SMRT também está presente, porém o 
complexo TR-SMRT assume uma conformação diferente, que recruta outras proteínas que 
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estimulam o complexo de iniciação transcricional e ativam a transcrição. Adaptado de 
Berghagen et al, 2002 (80). 

 

 

Outro exemplo de regulação negativa promovida pelo TR é o seu efeito sobre 

o promotor da superóxido dismutase-1 (SOD-1), uma enzima que age no 

metabolismo de espécies reativas de oxigênio. O promotor da SOD-1 é ativado pelo 

TR não ligado e a presença de T3 reprime sua transcrição por interação do DBD do 

TR com um elemento inibitório no próprio promotor da SOD-1. Além disso, é 

necessária a interação do TR com co-repressores para ativar a transcrição da SOD-

1 na ausência de T3 e a interação com coativadores para a repressão na presença 

de T3 (81).  

 

 

4.4 RECEPTORES ATIVADOS POR PROLIFERADORES 

PEROXISSOMAIS 

 

 

Existem três isoformas do PPAR: PPARα, PPARβ/δ e PPARγ. Cada isoforma 

é codificada por um gene distinto e todas atuam como heterodímero com o RXR 

(82). O primeiro membro encontrado, o PPARα, foi identificado como alvo de uma 

classe de drogas anti-hiperlipemiantes conhecidas como fibratos e compostos 

xenobióticos que induzem a proliferação de peroxissomos hepáticos (83,84).  

Os ligantes de PPAR são moléculas capazes de ativar uma ou mais 

isoformas, podendo exercer atividade seletiva ou não. Os ligantes endógenos do 

PPAR identificados são ácidos graxos poliinsaturados, prostaglandinas e 

leucotrienos (14). Duas classes de drogas, as tiazolidinadionas e os fibratos, 

exercem suas atividades ligando-se ao PPARγ e ao PPARα, respectivamente (15).  

Assim como no TR, os PPARs formam heterodímeros com o RXR ligados a 

sequências específicas de DNA localizadas na região regulatória ou promotora dos 

genes, mesmo na ausência de ligante. Na presença de ligantes agonistas, os PPAR-

RXR ativam a transcrição de genes regulados positivamente (6,20,85). Essas 

sequências específicas às quais os PPAR-RXR se ligam são conhecidas como 

elementos responsivos ao PPAR (PPARE), compostas de repetições diretas da 
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sequência consenso AGGTCA separadas por um único nucleotídeo, conhecido 

como DR-1 (Figura 11). 

 

 

 

 

 

Figura 11. Heterodímeros PPAR-RXR se ligam a sequências específicas de DNA no 
promotor de genes-alvo. DR-1, repetições diretas da sequência consenso AGGTCA 
separadas por um único nucleotídeo. Adaptado de Glass et al, 2006 (33). 

 

 

 

4.4.1 Isoformas 

 

 

4.4.1.1  PPAR alfa 

  

 

O PPARα controla a expressão de muitos genes envolvidos no metabolismo 

de ácidos graxos (AG), vias de β-oxidação peroxissomal e mitoncondrial, 

catabolismo de triglicerídeos, formação de acil CoA, assim como a ω-oxidação 

mitocondrial e cetogênese (86). É altamente expresso em tecidos com elevadas 

taxas de catabolismo de ácidos graxos e atividade peroxissomal, tais como coração, 

rim, fígado, tecido adiposo marrom e intestino (82). O PPARα também está presente 

em células endoteliais, musculares lisas e macrófagos da parede vascular, e nessas 

últimas, parece ter efeito anti-inflamatório e antiaterogênico (84,87).  

 Durante o jejum, quando ocorre o aumento da utilização de ácidos graxos 

livres, a expressão e atividade do PPARα promovem um aumento da β-oxidação. 

Isso acontece, pois os ácidos graxos liberados do tecido adiposo e transportados 

para o fígado ativam o PPARα resultando em oxidação de AG, aumento da 

gliconeogênese e da cetogênese, que são críticos para a adaptação do jejum (12). 



41 

 

De fato, quando camundongos com a deleção do gene que codifica o PPARα são 

alimentados a vontade eles apresentam uma pior tolerância ao jejum e desenvolvem 

hipoglicemia, hipocetonemia, hiperlipidemia, hipotermia e deposição de ácidos 

graxos no fígado (88,89).  

Nos músculos esqueléticos a perda do PPARα é relativamente branda, 

sugerindo que o PPARβ/δ e talvez outros fatores possam compensá-la (90). 

Entretanto, PPARα e alguns outros fatores são induzidos após o exercício físico em 

humanos (91). O PPARα também é importante para a regulação favorável do 

metabolismo de lipoproteínas e estudos clínicos em humanos indicam que agonistas 

do PPARα além de serem efetivos na correção da dislipidemia, também reduzem a 

morbidade e mortalidade cardiovascular (84). Em concordância com os efeitos do 

PPARα observados em estudos in vitro e em modelos animais, a ativação do 

receptor pelos fibratos, que são utilizados na prática clínica para o tratamento da 

hipertrigliceridemia, resultam em redução das concentrações plasmáticas de 

triglicerídeos, supressão da saciedade e melhora da resistência à insulina e apesar 

disso, esses últimos achados sobre resistência à insulina não podem ser 

generalizados para os humanos (20,92).  

No coração, que deriva em cerca de 70% da energia dos lipídeos em adultos, 

a expressão do PPARα está correlacionada com a transição do feto para o adulto 

(93) e tem sua regulação reduzida (down regulated) durante a hipertrofia cardíaca 

quando ocorre a diminuição dos metabólitos fetais, principalmente dos carboidratos 

e da oxidação dos ácidos graxos (94).  

 

 

4.4.1.2  PPAR beta/delta  

 

 

O PPARβ/δ, também conhecido como PPARδ, parece ser mais semelhante 

ao PPARα que o PPARγ em relação à oxidação de gorduras (90). Embora seja 

dentre as isoformas dos PPARs, a menos caracterizada, apresenta ampla expressão 

tecidual e atua como sensor de ácidos graxos poliinsaturados e partículas 

lipoprotéicas, como lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) (95).  

A ativação do PPARδ promove a oxidação de ácidos graxos na mitocôndria, o 

gasto de energia e a termogênese. Esses conhecimentos a respeito do papel desse 
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receptor na homeostase energética aumentaram o interesse do seu estudo em 

animais transgênicos. Observou-se que camundongos deficientes em PPARδ estão 

mais predispostos à diabetes e à resistência insulínica, ao passo que a super 

expressão do receptor em sua forma ativa no tecido adiposo ou no músculo 

esquelético protege o camundongo contra obesidade, resistência insulínica, 

esteatose hepática e dislipidemia induzida por dietas hiperlipídicas (12). Além disso, 

esses animais apresentam uma predominância de fibras musculares esqueléticas de 

contração lenta e melhora da capacidade aeróbica (96).  

Os agonistas do PPARδ estão sendo extensivamente estudados com o 

objetivo de aumentar a lipoproteína de alta densidade, HDL, em pacientes com 

dislipidemia aterogênica. Além de reduzir triglicerídeos e aumentar o HDL, tais 

ligantes têm suprimido a obesidade e a resistência insulínica induzidas pela dieta em 

vários modelos animais. Os agonistas do PPARδ, assim como os agonistas do 

PPARα e PPARγ, suprimem a expressão de genes inflamatórios em macrófagos e 

também suprimem o desenvolvimento de aterosclerose em modelos animais (87). 

 

 

4.4.1.3  PPAR gama  

 

 

O gene que codifica o PPARγ origina três RNAs mensageiros: PPARγ1, 

PPARγ2, PPARγ3 (97). Diversos tipos celulares como os adipócitos, pneumócitos, 

células endoteliais do cólon, bexiga, mama e próstata expressam baixos níveis de 

PPARγ1, enquanto que o PPARγ2 é expresso seletivamente e em altos níveis no 

tecido adiposo (82,85). 

O PPARγ é alvo das tiazolidinadionas (TZDs), que são agonistas desse 

receptor. As TZDs são utilizadas como sensibilizadores insulínicos no tratamento do 

Diabetes Melittus tipo 2 (DM2) além de poderem atuar na terapia para outras 

condições associadas à resistência insulínica, incluindo esteatose hepática não 

alcoólica, síndrome de ovários policísticos e lipodistrofias (98).  

A isoforma γ do receptor é um regulador importante da adipogênese e é mais 

abundantemente expresso no tecido adiposo. Os mecanismos de ação e o local da 

sensibilização à insulina pelas TZDs envolvem o PPARγ na ativação dos adipócitos, 

no aumento do acúmulo de lipídeos pelos adipócitos e no aumento da secreção de 
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sensibilizadores da insulina como a adiponectina. Estudos em tecidos específicos de 

camundongos transgênicos com deleção no gene que codifica o PPARγ indicam que 

os receptores no fígado e no músculo esquelético também contribuem para o 

benefício total dos efeitos das TZDs, apesar da baixa expressão do PPARγ nesses 

tecidos (99). Os camundongos com a deleção seletiva no fígado apresentaram 

dislipidemia, hiperglicemia, hiperinsulinemia e aumento da adiposidade (100) e os 

camundongos com a deleção seletiva no músculo esquelético resultou em 

hiperglicemia, resistência insulínica no próprio músculo esquelético e também no 

tecido adiposo e no fígado. O tratamento com TZDs não melhorou a captação de 

glicose estimulada por insulina, porém melhorou a hiperglicemia, hiperinsulinemia e 

hipertrigliceridemia desses animais. Esses achados indicam que, embora a ação das 

TZDs sobre o tecido adiposo e o fígado seja suficiente para normalizar vários 

parâmetros metabólicos associados à resistência insulínica, o PPARγ expresso no 

músculo esquelético, mesmo que em níveis muito baixos, é importante para a 

homeostase da glicose e é um possível sítio de ação das TZDs (101).  

Consistente com os dados de estudos envolvendo modelos animais, em que 

a perda parcial da função do receptor, por meio da deleção heterozigota do PPARγ, 

resulta em melhora da sensibilidade insulínica (102), demonstrou-se que o PPARγ 

também tem um papel importante na adipogênese e homeostase metabólica em 

humanos. Em um polimorfismo do PPARγ no qual no receptor resultante uma prolina 

foi substituída por uma alanina na posição 12 (Pro12Ala) do PPARγ2, está 

associado à proteção de ganho de peso corporal, aumento da sensibilidade 

insulínica e  diminuição do risco de DM2 (103).  Em contraste, a substituição de uma 

prolina por uma glicina na posição 115 (Pro115Gln) do PPARγ2 está associado à 

obesidade e à resistência insulínica (99). Esses estudos genéticos sugerem que um 

modulador do PPARγ pode exibir um melhor perfil de sensibilização à insulina do 

que um agonista total (20). 

 O PPARγ também é abundantemente expresso em macrófagos de pacientes 

com lesão aterosclerótica da aorta e é ativado por uma lipoproteína pró-aterogênica, 

a LDL oxidada (87). Ligantes do PPARγ diminuem a aterosclerose em 

camundongos, enquanto que a perda da função do PPARγ em células da medula 

óssea promove a aterosclerose. A atividade antiaterogênica do PPARγ em 

macrófagos envolve efeitos anti-inflamatórios, assim como a ativação de 
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transportadores reversos do colesterol. Os efeitos cardiovasculares das TZDs em 

pacientes diabéticos ainda são controversos (104).  

 

 

4.5 A SÍNDROME DE RESISTÊNCIA AO HORMÔNIO TIREOIDEANO 

(SRHT) 

 

 

A Síndrome de Resistência ao Hormônio Tireoideano (SRHT) ocorre com 

igual freqüência em ambos os sexos e apresenta ampla distribuição geográfica e 

étnica (105). É caracterizada pela reduzida resposta dos tecidos alvos ao HT, apesar 

das elevadas concentrações séricas de T3 e T4 livres, associada a um TSH elevado 

ou inapropriadamente normal. Refetoff e cols., em 1967, foram os primeiros a 

descrever a síndrome clínica de resistência ao HT em dois indivíduos que 

apresentavam bócio, surdo-mudez e atraso na idade óssea. Os níveis séricos de HT 

eram elevados, contrastando com os sintomas de hipotireoidismo. A administração 

de HT exógeno não produziu o efeito metabólico esperado e também não suprimiu o 

TSH estimulado pelo TRH (1,106).  

Ocorre uma resposta reduzida ao HT pelos tecidos periféricos e hipófise 

resultando em um feedback negativo anormal do T3 no TSH/TRH. Essa resposta 

reduzida promove sinais, sintomas e anormalidades laboratoriais que são 

características da SRHT (Figura 12). 
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Figura 12. Representação esquemática do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide. Em 
condições normais, o hipotálamo secreta TRH, o qual estimula a hipófise a produzir TSH 
que, por sua vez, estimula a tireoide a produzir principalmente T4. T4 é metabolizado nos 
tecidos periféricos em T3. O HT faz um feedback negativo no hipotálamo e na hipófise. A 
ação do HT na hipófise e nos tecidos periféricos ocorre quando T3 se liga ao seu receptor. 
Na SRHT, o feedback está inibido devido à sensibilidade reduzida na hipófise ao HT, 
resultando em um TSH elevado com uma secreção elevada de T4. Os tecidos periféricos 
também apresentam sensibilidade reduzida ao HT na SRHT. Adaptado de Carvalho e 
Ramos, 2004 (107).  

 

 

 O fenótipo da SRHT é bastante variável, tanto entre famílias, como entre 

membros da mesma família com mutações idênticas do TRβ. A maioria dos 

pacientes apresenta sintomas leves a moderados. Esta variabilidade na 

manifestação clínica se deve, em parte, à severidade da resistência hormonal, da 

efetividade dos mecanismos compensatórios, da presença de fatores genéticos 

moduladores e dos efeitos de tratamentos anteriores (108,109).  

 A reduzida sensibilidade ao HT na SRHT pode variar em severidade. 

Entretanto, existem características clínicas comumente encontradas na síndrome 

que são bócio, retardo do crescimento, níveis séricos elevados de T3 e T4 livres, 

níveis normais ou discretamente elevados de TSH, o qual responde ao TRH e 

ausência dos sintomas comuns e das alterações metabólicas provocadas pelo 
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excesso de HT. Cerca de metade dos pacientes com SRHT apresentam alguma 

diminuição na capacidade de aprendizado, com ou sem hiperatividade, e déficit de 

atenção (3). Em crianças a ocorrência da síndrome com déficit de atenção é 

extremamente rara (1).  

A SRHT tem sido subdividida em dois tipos principais: Resistência 

Generalizada ao Hormônio Tireoideano e Resistência Isolada Hipofisária e de 

Tecidos Periféricos ao Hormônio Tireoideano (4). Como a maioria dos pacientes é 

eumetabólico com TSH próximo do normal, eles são classificados como portadores 

de resistência generalizada, ou seja, o defeito é compensado pela elevação dos 

níveis de HT, uma vez que a resposta tanto na pituitária quanto nos tecidos 

periféricos é diminuída (110). Um número menor de indivíduos é definido como 

portador da resistência isolada hipofisária e de tecidos periféricos ao HT, cuja 

sensibilidade periférica aos HTs é preservada, e assim, os pacientes apresentam 

sinais de hipermetabolismo como taquicardia e agitação pelos elevados níveis 

circulantes de T3 (111).  

 

 

4.5.1 Base Molecular da SRHT  

 

 

Vários estudos relataram que os indivíduos afetados são heterozigotos para 

mutações no gene TRβ (112,113) e o padrão de herança da SRHT é geralmente 

autossômico dominante (OMIM # 188570). Vários estudos relataram que os 

indivíduos afetados são heterozigotos para mutações no gene TRβ, não havendo até 

o presente, relatos de mutações no TRα (112,113). 

É interessante notar que os membros heterozigotos da família com SRHT que 

possuíam apenas um alelo do TRβ deletado apresentaram dados clínicos e 

laboratoriais normais. Essa observação sugere que uma única cópia do TRβ é 

suficiente para a função normal (Figura 13). A importância da atividade de 

dominância negativa por um mutante do TR depende, em parte, dos níveis de 

expressão do receptor mutado. Por exemplo, um paciente que é homozigoto para a 

mutação em ambos os alelos do TRβ apresenta uma severa SRHT e retardo mental 
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(115), em contraste, seus parentes que têm mutações em apenas um alelo do TRβ 

apresentam uma branda SRHT. 

 

Heterozigoto para a mutação do TRβ

Heterozigoto para a deleção do TRβ

Homozigoto para a deleção do TRβ

TRα TRβ

mutação

deleção

SRHT

Sem doença

SRHT Severa

(a)

(b)

(c)

 

Figura 13. Representação esquemática para o entendimento dos diferentes fenótipos 
encontrados na Síndrome de Resistência ao Hormônio Tireoideano (SRHT). (a) A 
mutação em um dos alelos do TRβ provoca um fenótipo de SRHT; (b) A deleção em um dos 
alelos do TRβ não altera o fenótipo, ou seja, não provoca a SRHT; (c) A deleção de ambos 
os alelos do TRβ provoca um fenótipo de severa SRHT. Adaptado de Yen PM, 2001 (24). 

 

 

Entretanto, a transmissão com padrão de herança autossômica recessiva 

(OMIM # 274300) foi identificada em indivíduos provenientes de famílias com 

casamentos consangüíneos. Nestes a análise genética de uma das famílias mostrou 

que os membros afetados apresentavam deleções completas de ambos os alelos 

TRβ e TRα normal (114). Análises do gene do TRβ em uma família com SRHT 

mostrou que os membros afetados eram homozigotos para a deleção para a região 

codificadora do TRβ (114). Apesar da completa perda da expressão do TRβ, esta foi 

compatível com a vida. 

Atualmente foram identificadas diferentes mutações em mais de 5000 

pessoas pertencentes à cerca de 500 famílias (118). Na maioria das famílias, as 

mutações se devem a substituições de um único nucleotídeo, resultando na 

substituição por outro aminoácido gerando um códon de parada e nas outras 

famílias, a deleção ou inserção de nucleotídeos produz uma mutação que altera o 
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quadro de leitura (erro de enquadramento ou frameshift) (105). A sequência do 

cDNA é importante em pacientes com SRHT em que não foi encontrada nenhuma 

mutação em seus genomas. Mutações somáticas no gene TRβ foram identificadas 

em dois adenomas hipofisários produtores de TSH (117).  

A maioria das mutações descritas foram encontradas em três regiões “hot 

spots” (Figura 14) localizadas no LBD entre os exons 8 e 10 do TRβ, resultando em 

receptores com afinidade de ligação ao T3 reduzida ou mínima 

(112,118,119,120,121).  

 

 

 

 

 

Figura 14. Localização das mutações no receptor do TRβ associados com a SRHT. As 
mutações encontradas no TRβ ocorrem agrupadas em três áreas do domínio de ligação ao 
T3. As posições dos aminoácidos, onde as mutações foram encontradas, estão indicados 
nos quadrados (A, B, C). As regiões frias de 28 e 75 aminoácidos não contém mutações que 
causam SRHT. Adaptado de Carvalho e Ramos, 2004 (107). 
 
 
 
 

4.5.2 Dominância Negativa 

 

 

Os TRβ mutantes interferem com a função dos TRs normais, um fenômeno 

denominado dominância negativa. A dominância negativa ocorre quando uma 

mutação no receptor interfere com a função normal desse mesmo receptor nativo. 

Ao invés de ser produzido o efeito da proteína nativa sintetizada, ocorre um 

silenciamento desta. Essa atividade de dominância negativa produzida pelo receptor 

mutado depende, em parte, do nível de expressão desse receptor mutado (24). Os 

receptores mutantes continuam capazes de se ligar ao TRE e dimerizar com TRs 

normais ou RXRs, desta forma competindo e bloqueando a ligação dos TRs normais 
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ao TRE. As características de dimerização dos TRβ mutantes têm um papel 

importante na mediação da atividade dominante negativa (122,123).  

Três mecanismos potenciais têm sido propostos para explicar a atividade de 

dominância negativa dos receptores mutados. O primeiro é a competição entre o 

receptor mutado e o receptor normal pela ligação à sequência de DNA. O segundo é 

a formação de um heterodímero funcionalmente inativo entre o receptor mutado e o 

receptor normal. Portanto, a ligação do mutante do TR ao DNA e a sua capacidade 

de dimerização com o RXR são importantes na inibição da dominância negativa 

(124), pois ambos os mecanismos acarretam numa falha da regulação transcricional 

pelo T3 e também bloqueiam a regulação transcricional pelo T3 em receptores 

normais (24).  

O terceiro é a transcrição limitada por cofatores (125). Como mencionado 

anteriormente, aproximadamente 15% das famílias com SRHT não possuem 

mutações no TRβ sugerindo que outros cofatores de transcrição envolvidos na ação 

do HT sejam responsáveis pela resistência hormonal nesses casos (126). Yoh, et al 

(1997) estudou a interação do correpressor SMRT com TRs mutantes. Ele observou 

que os TRs mutantes apresentaram um defeito na dissociação com o SMRT. Em 

geral, a liberação deste correpressor está associada à afinidade de ligação do 

mutante ao T3 e nesses casos, na presença de T3 a dominância negativa se dá por 

não ocorrer a dissociação do correpressor. Os autores também demonstraram que 

mutações na região de dobradiça que abolem a interação do TR com SMRT 

diminuíram o efeito dominante negativo (127). Safer e col. (1998) demonstraram que 

os TRs dominantes negativos interagem com maior afinidade com correpressores, 

de forma que a ligação do hormônio não promoveria a dissociação do correpressor e 

impediria a ativação da transcrição (128,129). Tagami e Jamenson (1998), também 

encontraram um resultado semelhante em relação ao NCoR e TRs mutantes. Já Liu, 

et al estudou a interação de mutantes do TR com o correpressor NCoR e com o 

coativador SRC-1. Um mutante da região AF-2 com atividade dominante negativa foi 

capaz de se dissociar do NCoR na presença de T3, mas foi incapaz de se associar 

ao coativador SRC-1. Esses achados de inabilidade de dissociação dos TRs com 

correpressores e de inabilidade de interação com coativadores podem resultar em 

complexos de TR que não são ativados pelo ligante levando a um efeito de 

dominância negativa (130).  
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Estudos demonstraram que cofatores como o SRC-1 podem não só modular 

a ação dos TRβ normais, mas também a dos mutantes e de forma específica para 

determinado tecido (tecido dependente), o que explicaria a acentuada variabilidade 

na SRHT nos diferentes tecidos de um mesmo indivíduo ou entre indivíduos com a 

mesma mutação no gene do TRβ. Essa variação tecidual e individual ocorre devido 

à combinação de múltiplos fatores, como a distribuição tecido dependente das 

isoformas do TR, a ação dos coativadores e o ambiente da região promotora dos 

genes regulados pelo T3 (131,132,133).  

Na resistência generalizada ao HT são encontrados mutantes do TRβ que 

interferem com a função do TRβ nativo, tanto nos elementos regulados 

positivamente quanto nos regulados negativamente (134). 

Uma das mutações encontradas no TRβ é a que altera o resíduo de 

fenilalanina para um códon de parada resultando na deleção de 11 aminoácidos na 

região carboxi-terminal (F451X), assim o mutante resultante não possui a hélice (H) 

12. Isso resulta em um receptor sem afinidade pelo T3, com capacidade de se ligar 

aos TREs e de formar heterodímeros com o RXR. Por não possuir a H12, o F451X 

(Figura 15) liga-se fortemente ao correpressor SMRT, estando impossibilitado de 

dissociar-se desse e de associar-se com coativadores, portanto impedindo a 

ativação da transcrição gênica. Essa mutação foi detectada em uma menina 

japonesa de 6 anos de idade, heterozigota para a mutação e que apresentava 

resistência generalizada e severos sintomas clínicos da síndrome, incluindo retardo 

mental, déficit de atenção, distúrbios no desenvolvimento da fala e hiperatividade, o 

que demonstra que esta mutação exerce um forte efeito dominante negativo 

(135,136).  
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TRβ F451X

 

Figura 15.  Estrutura cristalográfica do LBD do TRβ nativo mostrando os aminoácidos 
da superfície de ligação ao N-CoR e o posicionamento da hélice 12 (H12). A figura à 
direita mostra o mutante F451X que não possui os 11 aminácidos (aminoácidos 451 a 461) 
que compõe a H12. Em comparação ao TRβ nativo, no mutante F451X, a superfície de 
ligação ao correpressor fica exposta. Fonte: Marimuthu et al, 2002 (137). 

 
 

Outra mutação encontrada em alguns pacientes com SRHT é a mutação 

G345R que altera o resíduo de glicina para arginina. Esta substituição modifica a 

carga da proteína e determina a perda da afinidade do TR ao T3, mas não afeta a 

capacidade do TR de se ligar aos TREs e de formar heterodímeros com RXR. Os 

membros das famílias afetadas são heterozigotos e, portanto, o G345R atua como 

dominante negativo suprimindo a ativação transcricional do TR normal sobre os 

genes responsivos ao T3. Embora esta mutação resulte em um defeito severo no 

receptor e na sua função, pacientes que possuem esta mutação são relativamente 

normais e tem crescimento normal. Esses pacientes apresentavam características 

bioquímicas de hipertireoidismo e tiveram como principais sintomas clínicos o 

retardo mental e o aumento da glândula tireóide (110). 
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4.6 TR E PPAR 

 

 

Estudos têm demonstrado que a atividade do PPAR pode ser modulada 

positiva ou negativamente por outros receptores nucleares como o TR. Nesses 

estudos, o PPAR liga-se efetivamente ao TR formando um heterodímero capaz de 

se ligar ao DNA (16).  

 É interessante observar que o TR mutado também pode interferir na função 

do PPAR. A modulação da atividade do PPARα, β/δ e γ pelo TRβ é amplamente 

abordada em estudos funcionais com mutantes do TR, e tem auxiliado na 

compreensão de sinais de disfunções metabólicas verificadas na SRHT.  

O emprego de mutantes do TR com características de dominância negativa, 

especialmente do mutante TRβ1 PV tem sido amplamente pesquisado. Nesse 

receptor, encontrado na SRHT, há a inserção de um único nucleotídeo (insC XX) no 

exon XX que modifica o quadro de leitura gerando um receptor com uma hélice 12 

modificada a partir do resíduo 448 composta de 14 aminoácidos. Um estudo 

demonstrou que o mutante TRβ1 PV heterodimeriza-se com PPARγ in vitro e inibe a 

ligação entre PPARγ e seu elemento responsivo, de forma independente de T3 e 

RXR (11). O TR mutante pode formar heterodímeros com PPAR ou com RXR ou 

formar homodímeros de mutantes. Esses heterodímeros podem também ligar-se ao 

DNA e competir com os heterodímeros PPAR-RXR. O mecanismo molecular 

envolvido nessa dominância negativa não está esclarecido. 

Estudos mostram que o mutante do TRβ1, Δ337T (deleção de treonina na 

posição 337) exerce efeito dominante negativo em PPARα no coração, alterando a 

expressão do receptor nuclear. Esse resultado indica que as respostas dos ligantes 

de PPARα podem ser influenciadas pelo hormônio tireoideano e pela função do TR 

(17).  
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 PLASMÍDEOS UTILIZADOS 

 

Para a realização dos experimentos foram utilizados os vetores de expressão, 

plasmídeos pCMX, pCMX-TRβ1, pCMX-RXRα e  pCDNA3-PPARγ. A transcrição do 

RNA codificado por este cDNA é controlada pelo promotor do citomegalovírus (CMV) 

e do promotor T7. O CMV permite a expressão desses RNAs em células de 

mamíferos e o promotor da RNA polimerase do bacteriófago T7 permite a expressão 

desses RNAs em um sistema de transcrição e tradução in vitro. Por ação nesses 

promotores, há expressão das proteínas codificadas por esse plasmídeos. Os 

detalhes da construção desses plasmídeos foram descritos anteriormente (138,139) 

Foram utilizadas construções de plasmídeos que codificam o TRβ1 com 

mutações específicas em diferentes regiões do DNA. São esses: pCMX- TRβ1-

G345R, pCMX- TRβ1-F451X, pCMX- TRβ1-L422R, pCMX- TRβ1-L422R/F451X, 

pCMX- TRβ1-I280R/F451X, pCMX- TRβ1-3XLBD (L400R, L422R e M423R), pCMX- 

TRβ1-4XDBD (D104A, Y117A, R120A e D177A) e pCMX- TRβ1-4XDBD/3XLBD. 

O mutante G345R, mutante da SRHT, no qual a glicina na posição 345 foi 

substituída por arginina, não se liga ao T3. Sua capacidade de interagir com os 

coativadores é abolida por não poder efetuar a transição de receptor não-ligado para 

ligado com T3. Interage com correpressores.  

O mutante F451X possui a deleção dos 11 últimos aminoácidos do TRβ1, a 

partir da fenilalanina na posição 451. Trata-se de uma mutação natural do TR, 

descrita na SRHT em que a H12 está ausente e apresenta baixa afinidade pelo T3, 

sendo incapaz de se associar aos coativadores, mas interagindo fortemente com 

correpressores (81,137).  

No caso do mutante L422R, e mutante L422R/F451X, a leucina na posição 

422 é importante para homo e heterodimerização do TR. A mutação nesse 

aminoácido, L422R, diminui essa capacidade de dimerização do TR e pode afetar a 

estabilidade dos dímeros (140). O duplo mutante L422R/F451X não se dimeriza, 

mas se liga fortemente a correpressores, enquanto o duplo mutante I280R/F451X 

não se dimeriza e não interage com coativadores ou correpressores (141).  
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Construções que contêm o gene repórter luciferase dirigido pelo promotor 

mínimo (seqüência de -32nt a +45nt) do promotor da timidina cinase (TK) do vírus 

herpes simplex e as sequências dos TREs foram utilizadas. Os genes repórteres 

pUC19-IP6-Luc, pUC19-DR4-Luc, pUC19-Pal-Luc e pUC19-DR1-Luc foram 

gentilmente doados pelo Dr. Jonh D. Baxter do Diabetes Research Center, The 

Methodist Hospital Research Institute, Houston, E.U.A.  

Os genes repórteres pUC19-AP1 e pUC19-TRH-Luc foram doados pelo Dr. 

Peter Kushner do Departamento de Medicina, Divisão de Endocrinologia e 

Metabolismo da Universidade da Califórnia em San Francisco, San Francisco, E.U.A.  

Para a normalização da transfecção, foi utilizado o plasmídeo pCMV-βgal 

(Clontech laboratories, Inc.), que contém o gene que codifica a enzima β-

galactosidase dirigido pelo promotor do citomegalovírus, com atividade constitutiva. 

 

5.2 PURIFICAÇÃO DE PLASMÍDEOS 

 

Plasmídeos foram transformados em cepas de E.coli DH5α competentes. 

Para amplificação, uma única colônia transformada proliferou em meio de cultura LB 

(5g de extrato de levedura, 10g de triptona e 10g de NaCl em 1L de água destilada) 

contendo o antibiótico de resistência,  sob agitação,  a 37°C, por 16h. As células 

foram, então,coletadas por centrifugação a 5.000 rpm  e os plasmídeos purificados 

pelo protocolo modificado de lise alcalina (142). 

 

5.3 CULTURA DE CÉLULAS 

 

 Foram utilizadas células mesangiais humanas, obtidas da American Type 

Cultured Collection (ATCC), EUA. O cultivo celular foi realizado em placas para 

cultura de tecidos de 148 cm2 (Corning), em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) adicionado de 10% de soro fetal bovino, 2mM de 
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glutamina, 50U/mL de penicilina e 50µg/mL de estreptomicina, em incubadora Sanyo 

com 5% de CO2 a 37ºC.  

 

5.4 TRANSFECÇÃO POR ELETROPORAÇÃO E ENSAIO DE GENE 

REPÓRTER 

 

5.4.1 Transfecção por eletroporação 

 

 

A atividade transcricional dos TRs e PPARs foi avaliada por meio de ensaio 

de gene repórter em cultura de células de mamíferos, as células mesangiais 

humanas. 

O método de transfecção/introdução dos plasmídeos utilizado nas células 

mesangiais foi a eletroporação. Esse método consiste na aplicação de pulsos de 

correntes elétricas a uma suspensão de células para geração de poros nas 

membranas citoplasmática e nuclear permitindo a entrada do DNA plasmidial de 

interesse.  

As células mesangiais foram tripsinizadas, coletadas por centrifugação (2.000 

rpm por 5 min) e suspendidas em solução de PBS contendo 0,1% de dextrose, 

0,1g/L de cálcio na concentração de 2x107 células/mL. O vetor de expressão, o 

vetor-repórter e pCMV-βgal foram adicionados à suspensão de células. A mistura foi 

transferida para cuvetas de eletroporação (BioRad) e eletroporada em aparelho 

gerador de pulsos (Bio-Rad) a   350V e 700μF. Em seguida, foi acrescentado meio 

de cultura à suspensão de células eletroporadas e estas foram transferidas para 

placas de 24 poços (0,5 mL/poço), tratadas com os ligantes de interesse e 

incubadas por 24h a 37°C e 5% de CO2.  Após esse período, as células foram 

lavadas com PBS e lisadas em 100L de tampão de lise (Promega®). 
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5.4.2 Tratamento – curvas dose-resposta  

 

As transfecções para construção das curvas dose-resposta para o TRβ1 

nativo e F451X  em F2, DR-4, TRH e  AP-1; 3XLBD, 4XDBD e 3XLBD/4XDBD em 

TRH e AP-1; e para o PPARγ, TRβ1 nativo, F451X, L422R, L422R/F451X e 

I280R/F451X em DR1  foram realizadas de acordo com o protocolo descrito no item 

Método de Transfecção e Ensaio da Atividade da Enzima Luciferase. As células 

foram tratadas com concentrações crescentes de T3 que variaram de 10-10M a 10-5M 

ou com concentrações crescentes de rosiglitazona que variaram de 10-9M a 10-5M. A 

partir das leituras da luciferase obtidas, foi calculada a taxa de ativação, em F2, DR1 

e DR4, ou a porcentagem de repressão, em TRH e AP-1, e com esses valores as 

curvas foram construídas. 

Os ensaios de cotransfecção e gene repórter luciferase foram realizados em 

células mesangiais tratadas com veículo e concentrações crescentes de T3 mediada 

pela adição de 0,5 µg do vetor de expressão do TRβwt, mutante ou TRβwt + 

mutante (0,5 µg + 0,5 µg ou 0,5 µg + 2,5 µg) em células mesangiais. As células 

foram co-trasfectadas com 2,0 µg do vetor para o gene repórter F2, DR4, TRH e AP-

1 e tratadas com o veículo (DMSO/ETOH 2:3) ou concentrações crescentes de T3 

(10-10M a 10-6M). A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido para o 

tratamento na presença de veículo para cada transfecção. 

Nos ensaios com PPAR, as células foram transfectadas com 1,5 µg do vetor 

de expressão do PPARγ, TRβ1 wt ou cotransfectadas com PPARγ e TRβwt na 

proporção de 1:1 (1,5 µg:1,5 µg) e 3,0 µg do vetor para o gene repórter DR1 (DR1-

Luc) em células mesangiais. O tratamento consistiu de veículo (DMSO ou 

DMSO/ETOH na proporção 2:3, v/v) e concentrações crescentes de rosiglitazona 

(10-9M a 10-5M) e/ou T3 (10-9M a 10-5M).  A atividade da luciferase foi medida após 

24h com a lise das células, e os números representam a taxa de ativação do 

respectivo receptor tratado com rosiglitazona ou T3 ou com ambos em relação ao 

receptor tratado com veículo. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos 

3 vezes. 
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5.4.3 Detecção de atividade de luciferase  

 

A atividade de luciferase foi determinada por meio do Luciferase Assay 

System (Promega), de acordo com as instruções do fabricante em luminômetro 

(Tuner) ou contador de luminescência (1450 Microbeta Jet, Perkin Elmer).  

A luciferase cataliza a conversão de luciferina em oxiluciferina, e essa reação 

resulta em emissão de luz que pode ser quantificada. Em ensaios de gene repórter, 

quando há aumento da atividade transcricional no promotor do gene repórter, esta é 

proporcional à atividade detectada de luciferase.  

 

5.4.4 Detecção de atividade de β-galactosidase 

 

A atividade da enzima β-galactosidase (β-Gal) foi determinada pela utilização 

dos reagentes para detecção de quimoluminescia,Galacto-Light™ Reaction Buffer 

Diluent with Galacton® Substrate e Light Emission Accelerator-II (Applied 

Biosystems) ao lisado celular, de acordo com as instruções do fabricantes. A 

quantificação foi feita em contador de luminescência (1450 MicroBeta JET, Perkin 

Elmer).  

O plasmídeo que codifica a β-galactosidase, pCMV-βGal, uma vez inserido 

em células de mamíferos é dirigido por um promotor que faz com que a enzima seja 

constitutivamente expressa. Como a maioria das células de mamíferos em cultura 

expressa níveis muito baixos de β-Gal, a atividade enzimática detectada é função da 

expressão do DNA plasmidial, ou seja, da eficiência do procedimento de 

transfecção.  Desta forma, a determinação da atividade de β-Gal monitora a 

eficiência da transfecção e permite normalizar a leitura da atividade da luciferase 

entre as diferentes transfecções.  
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5.4.5 Cálculo da taxa de ativação e repressão  

 

Taxa de ativação: 

Foram utilizados os valores da leitura da luciferase dos experimentos tratados 

com T3 ou rosiglitazona ou ambos e divididos pelo valor da leitura dos experimentos 

tratados com  veículo, DMSO absoluto ou etanol contendo 10% de DMSO. 

Taxa de ativação =       Leitura da luciferase (T3 e/ou rosiglitazona) 
                                           Leitura da luciferase (veículo) 

Esses cálculos foram realizados nas transfecções com os elementos 

responsivos positivos F2, DR1 e DR4. 

Taxa de Repressão: 

Foi utilizado para os experimentos com os elementos responsivos negativos, 

TRH e AP-1. A percentagem dos valores da leitura com T3 foi calculada, 

assumindo-se que o valor da leitura com veículo era de 100%, e então, subtraiu-se 

de 100 o valor encontrado. 

Taxa de repressão =  100 -  (Leitura da luciferase c/ T3 x 100) 
                                        Leitura da luciferase s/ T3 (controle) 

Esses cálculos também foram realizados nas curvas dose-resposta em TRH e 

AP-1, porém não se subtraíram de 100 e foi denominado de % ativação. 

% de ativação =  (Leitura da luciferase c/ T3 x 100) 
                     Leitura da luciferase s/ T3 (controle) 
 

Para calcular o percentual da taxa de repressão [Repressão (% TR nativo)] foi 

assumido que a taxa de repressão do TRβ1 nativo era 100% e a partir dessa 

correlação calculou-se a percentagem para as outras taxas de repressão. 

Nos elementos responsivos negativos também foi calculado o percentual da 

leitura da luciferase (% Leitura da Luciferase), em que os valores da leitura da 

luciferase do TRβ1 nativo sem T3 como sendo 100% e a partir dessa correlação 

calculamos a percentagem para outras leituras foram considerados. 
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5.5 ENSAIO DE ALTERAÇÃO DE MOBILIDADE EM GEL (EMSA OU GEL 

SHIFT) 

 

O EMSA ou gel shift é uma técnica utilizada para se estudar a interação entre 

DNA e proteína.  Esse procedimento pode determinar a especificidade de ligação de 

uma proteína ou uma mistura de proteínas a fragmentos de DNA 

(oligonucleotídeos). 

Os oligonucleotídeos utilizados nesse experimento foram: 

Sequência F2 (IP6) como controle positivo 

5'- AGCTTATTGACCCCAGCTGAGGTCAAGTTACG -3' 

5'- CGTAACTTGACCTCAGCTGGGGTCAATAAGCT -3' 

Sequência TRH (sítio 4) 

5’- GCGCCCCCTCCCCGCTGACCTCACAGGCGCCGCGTCTCCA -3’ 

5’- TGGAGACGCGGCGCCTGTGAGGTCAGCGGGGAGGGGGCGC -3’ 

Sequência AP-1 Colagenase 

5’- AGTCATGAGTCAGACACCTCTGGC -3’ 

5’- GCCAGAGGTGTCTGACTCATGACT -3’ 

 

 

5.5.1 Tradução in vitro de TRs 

 

 

Os TRβ1 wt e mutantes (F451X, G345R, L422R) foram sintetizados in vitro 

utilizando-se TNT T7 Quick Couple Transcription/Translation kit (Promega) na 

presença de [35S]-Met. (Perkin Elmer)de acordo com as instruções do fabricante.  

De forma resumida, os plasmídeos contendo o cDNA que codifica o TRβ1 wt 

humano, os TRβ1 mutantes e o 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 de proteínas (Kit TNT 

T7). Esse sistema contém a RNA polimerase do bacteriófago T7, ribonucleotídeos, 

inibidor de RNAse em um lisado de reticulócitos de coelho suplementado com 40 µM 

ZnCl2 e aminoácidos, com exceção da metionina. A [35Met] (Perkin Elmer) é 
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adicionada no momento da reação com a finalidade de obter receptores 

radioativamente marcados. 

A eficiência da tradução in vitro dos [35Met]TRs foi checada por meio de 

eletroforese a 100-150V em gel de poliacrilamida a 10% contendo SDS (dodecil 

sulfato de sódio). O gel foi, então, colocado em uma solução fixadora (contendo 30% 

de metanol e 10% de ácido acético glacial) durante 10 min, transferido para uma 

solução amplificadora (Amplify, GE Healthcare Life Sciences) por 10 min e secado a 

vácuo a 80ºC por 40 min em aparelho Gel Dryer acoplado à bomba de vácuo 

(BioRad).  O gel seco foi submetido à autorradiografia, utilizando-se filme 

radiográfico (Kodak O-Mat Blue (XB) film) e posteriormente revelado. 

 

 

5.5.2 Eletroforese 

 

 

Para visualização dos homodímeros, 2 µL de [35S]-TRs mutantes ou nativos 

foram adicionados a uma reação contendo 40 ng de oligonucleotídeos F2, TRH ou 

AP-1, 1 µg  de poli(dIdC) (GE Healthcare Life Sciences) em tampão de ligação 

contendo  NaH2PO4 10 mM, MgCl2 1 mM, EDTA 0,5 mM, NaCl 20 mM, glicerol e 

monotioglicerol 0.1%, em um volume total de 20 µL. Para visualização dos 

heterodímeros, adicionou-se à reação acima descrita, 4 µL de RXRα sintetizado in 

vitro mas não marcado radioativamente. As reações foram tratadas com veículo ou 

T3 10-6M e incubadas à temperatura ambiente por 30 minutos.  

Após esse período, cada reação foi aplicada em gel de poliacrilamida a 5% 

em TAE (6,7 mM de Tris-base pH 7,5, 1 mM de EDTA e 3,3 mM de acetato de sódio) 

que foi previamente submetido à eletroforese em sistema vertical de eletroforese 

(Hoefer Inc.)  a 4°C por 30 min a 200V (pré corrida).  A separação dos complexos foi 

feita a 4°C por 150 min a 240V em tampão TAE. Nessas condições, os complexos 

de proteínas que não se ligaram 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 que se encontra em seu estado nativo. 

Após a eletroforese, o gel foi fixado em solução contendo 30% de metanol e 

10% de ácido acético por um período de 30 minutos e transferido para solução 
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amplificadora (Amplify), por 30 min. A seguir, o gel foi secado por 90 min, exposto a 

filme radiográfico e, posteriormente, revelado.  
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6. RESULTADOS 

  

 

Primeiramente, com o objetivo de se avaliar a eficiência com que o mutante 

de TRβ1, F451X, exerce seu efeito dominante negativo sobre TRβ1 nativo, foram 

realizados ensaios de cotransfecção transiente em células mesangiais utilizando-se 

os vetores de expressão do TRβ1 nativo, do mutante, do vetor repórter luciferase 

contendo TRE-F2/IP6 ou TRE-DR4 e do vetor pCMV-βGal como controle de 

eficiência de transfecção. A repressão exercida pelo mutante em TRβ1 nativo foi 

comparada em TRE-F2/IP6 , elemento regulado positivamente pelo T3.  

Posteriormente, visando o entendimento do mecanismo de dominância 

negativa em elemento responsivo regulado negativamente pelo T3, foram realizadas 

transfecções com o TRβ1 nativo e/ou mutante em vetor repórter de luciferase 

contendo promotor TRH e AP-1. 

 

 

6.1 EFEITO DOMINANTE NEGATIVO DE MUTANTE DE SRHT SOBRE 

TRΒ1 WT EM ELEMENTO RESPONSIVO REGULADO POSITIVAMENTE POR T3. 

 

 

As figuras 16 e 18 apresentam os gráficos com as taxas de ativação 

transcricional relativa mediada por TRβ1 wt e/ou mutante F451X, nas proporções 1:1 

e 1:5 (µg de TRβ1wt: µg de TRβ mutante) em elemento responsivo positivo TRE-F2 

ou TRE-DR4, em curvas de resposta com concentrações crescentes de T3.  

 

 

6.1.1 TRβ1-F451X em Elemento Responsivo TRE-F2 

 

 

Na figura 16, observa-se que, quando comparada à atividade transcricional 

relativa do TRβ1 wt na concentração de 10-6M de T3, houve redução da atividade 

deste na presença de F451X na razão 1:1 e 1:5,  74 % e 78%, respectivamente 

(26% e 22% aproximadamente de atividade relativa máxima do TRβ1 wt, 

respectivamente).  A figura 17 representa a repressão do TRβ1 wt e mutante na 
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ausência do ligante em TRE-F2 pela razão luciferase/βgal. O TRβ1 wt apresenta 

repressão transcricional menor na ausência do ligante em relação ao mutante 

F451X. 

 

Figura 16. O mutante TRβ1-F451X exerce efeito dominante negativo em TRE-F2. Células 
mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβwt ou F451X ou 
TRβwt:F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg : 2,5 µg), 2,0 µg do vetor 
repórter TRE-F2-Luc e tratadas com concentrações crescentes de T3 (10-10M a 10-6M) por 
24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de ativação foi 
calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo para cada 
transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a ativação máxima 
considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
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Figura 17. Repressão do TRβ1 wt  e mutante na ausência do ligante em TRE-F2. 
Células mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt 
ou F451X ou TRβwt:F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg : 2,5 µg), 
2,0 µg do vetor  repórter F2-Luc e 2,0 µg de CMV-βGal e tratadas com veículo por 24hrs. 
Dados apresentados na forma de atividade de Luciferase normalizada por atividade de 
β-galactosidase; n=3. 
 

 

 

 

6.1.2 TRβ1-F451X em Elemento Responsivo TRE-DR4  

 

 

Considerando-se a taxa de ativação do TRβ1 wt na concentração de  10-6 M 

como 100%,  observa-se que a presença de F451X na razão 1:1 e 1:5 em relação 

ao TR reduziu a atividade do TRβ1 wt para aproximadamente 76% e 65%, 

respectivamente, correspondendo a aproximadamente 24% e 26%, 

respectivamente, de redução da  atividade máxima em relação ao TRβ1 wt (Figura 

18).  
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Figura 18. O mutante TRβ1-F451X exerce efeito dominante negativo em TRE-DR4. 
Células mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt ou 
F451X ou TRβwt:F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg : 2,5 µg), 2,0 µg 
do vetor repórter TRE-DR4-Luc e tratadas com concentrações crescentes de T3 (10-10M a 
10-6M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de 
ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo 
para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a ativação 
máxima considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
 

 

 

 

Juntos, esses resultados confirmam o efeito dominante negativo do TRβ1-

F451X em TRβ1  wt na proporção de 1:1 e 1:5 nos elementos responsivos positivos 

TRE-F2 e TRE-DR4. 

 

 

6.2 EFEITO DOMINANTE NEGATIVO DO MUTANTE F451X DA SRHT 

SOBRE TRΒ1 WT EM ELEMENTO RESPONSIVO REGULADO NEGATIVAMENTE 

POR T3 

 

 

Confirmada a repressão exercida por TRβ1-F451X na ação do TRβ1 wt em 

elementos responsivos regulados positivamente por T3, avaliou-se, em seguida, a 

capacidade do mesmo mutante de exercer o efeito dominante negativo nos genes 

regulados negativamente pelo T3. Foram realizados experimentos de cotransfecção 
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transiente e ensaio de gene repórter utilizando-se o gene da LUC dirigido pelos 

promotores do TRH e AP-1 nas proporções de 1:1 e 1:5 (µg de TRβ1: µg de TRβ1-

F451X) em curvas dose-resposta com concentrações crescentes de T3 (Figuras 19 a 

22). 

 

 

6.2.1 TRβ1-F451X em promotor de TRH 

 

 

Na figura 19, ao se considerar a repressão máxima dada por TRβ1 wt  a 10-6M 

de T3 como 100%, observa-se que na presença do TRβ1-F451X, a repressão 

exercida pelo TRβ1 wt é abolida (0% de repressão). Na razão de 1:1 e 1:5 de TRβ1 

wt:TRβ1-F451X  ocorre a redução da repressão do TRβ1 wt para aproximadamente 

de 24% e 22%, respectivamente. 

A figura 20 representa a ativação do TR wt e mutante na ausência do ligante 

em TRH luciferase/βgal. O TRβ1 wt apresenta ativação transcricional maior na 

ausência do ligante em relação ao mutante em TRH. Na ausência do ligante, o TRβ1 

wt está associado à coativadores o que não ocorre com o mutante TRβ1 F451X que 

não se associa à coativadores. 

Portanto, o mutante F451X exerce efeito dominante negativo em TRβ1 wt na 

repressão do promotor do TRH.  
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Figura 19. TRβ1-F451X exerce efeito dominante negativo sobre TRβ1 wt em promotor 
TRH. Células mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt 
ou TRβ1-F451X ou TRβ1 wt:TRβ1-F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg 
: 2,5 µg), 2,0 µg do vetor repórter TRH-Luc e tratadas com concentrações crescentes de T3 
(10-10M a 10-6M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa 
de ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo 
para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão 
máxima considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
 

. 
 

 

Figura 20. Ativação do TRβ1 wt nativo e mutante na ausência do ligante em TRH. 
Células mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt ou 
TRβ1-F451X ou TRβ1 wt:TRβ1-F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg : 
2,5 µg), 2,0 µg do vetor  repórter TRH-Luc e 2,0 µg de CMV-βGal e tratadas com veículo por 
24hrs. Dados apresentados na forma de atividade de Luciferase normalizada por atividade 
de β-galactosidase. n=3 
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Portanto, o mutante F451X exerce efeito dominante negativo em TRβ1 wt na 

repressão do promotor do TRH.  

 

 

6.2.2 TRβ1-F451X em promotor de AP-1 

 

 

Foram investigados também os efeitos do mutante TRβ1-F451X no promotor 

da colagenase, mais especificamente no elemento AP-1 desse promotor.  

Considerando a atividade do TRβ1 wt na concentração  de  10-6M de T3 como 

100%, observa-se que o mutante não conseguiu reprimir a transcrição do AP-1, 

assim como foi observado no promotor TRH (Figura 21).  

Na figura 21, observa-se que o TRβ1-F451X, não exerce seu efeito repressor 

com T3 (0% de repressão). Na razão de 1:1 e 1:5 ocorre a redução da repressão do 

TRβ1 wt para aproximadamente 45% e 43% respectivamente, na mesma 

concentração de 10-6M de T3 (Figura 21).  

   A figura 22 representa a ativação do TRβ1 wt e mutante TRβ1-F451X  na 

ausência do ligante em AP-1 luciferase/βgal. O TRβ1 wt apresenta ativação 

transcricional menor na ausência do ligante em relação ao mutante TRβ1-F451X  em 

TRH.  

Conclui-se que em AP-1, o mutante TRβ1-F451X exerce efeito dominante 

negativo sobre TRβ1 wt, abolindo a repressão exercida por TRβ1 wt dependente de 

T3. 
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Figura 21. TRβ1-F451X exerce efeito dominante negativo em AP-1. Células mesangiais 
foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt ou TRβ1-F451X ou TRβ1 
wt:TRβ1-F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:5 (0,5 µg : 2,5 µg), 2,0 µg do vetor 
repórter AP-1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de T3 (10-10M a 10-6M) por 
24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de ativação foi 
calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo para cada 
transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão máxima 
considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 

    
 

 

Figura 22. Ativação do TR nativo e mutante na ausência do ligante em sítio AP-1. 
Células mesangiais foram transfectadas com 0,5 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt 
ou TRβ1-F451X ou TRβ1 wt: TRβ1-F451X na proporção de 1:1 (0,5 µg: 0,5 µg) ou 1:3 
(0,5 µg : 2,5 µg), 2,0 µg do vetor  repórter AP-1-Luc e 2,0 µg de CMV-βGal e tratadas 
com veículo por 24hrs. Dados apresentados na forma de atividade de Luciferase 
normalizada por atividade de β-galactosidase; n=3. 

 



70 

 

Os resultados obtidos para TRH e AP-1, sugerem que TRβ1-F451X exerce 

efeito dominante negativo sobre o receptor TRβ1 wt. 

Observados esses efeitos, perguntamo-nos se a dimerização é importante 

para que ocorra a dominância negativa.  Para isso usamos duas estratégias: (i) 

realizamos transfecções e ensaios de gene repórter com mutantes que atrapalham a 

dimerização do TR tanto em LBD (3XLBD) como em DBD (4XDBD) quanto em 

ambos os domínios LBD e DBD (3XLBD/4XDBD) em promotor TRH e AP-1; e (ii) 

utilizamos a técnica de ensaio de alteração de mobilidade em gel (EMSA) para 

detectarmos a formação de monômeros e heterodímeros diretamente nas 

sequências de oligonucleotídeos dos promotores estudados. 

 

 

 

6.3 IMPORTÂNCIA DA DIMERIZAÇÃO PARA A DOMINÂNCIA 

NEGATIVA 

 

 

6.3.1 Efeito de mutantes de dimerização no promotor do TRH 

 

 

Decidimos, então, examinar a importância da dimerização do TR em promotor 

de TRH utilizando o mutante 3XLBD. Há uma tripla mutação no LBD, nos resíduos 

Leu 400 para Arg (L400R), Leu 422 para Arg (L422R) e Met 423 para Arg (M423R), 

que não permite que o TR se dimerize pelo LBD.  

Na figura 24, considerando a repressão do TRβ1 wt como 100%, observa-se que o 

mutante teve uma repressão máxima de aproximadamente 57%. Além disso, o IC50 

do mutante 3XLBD (IC50= 874,3x10-11M) foi aproximadamente 440 vezes maior do 

que o do TRβ1 nativo (IC50= 1,951x10-11M), mostrando que uma dose muito maior de 

T3 é necessária para a repressão no promotor do TRH. 
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Figura 23. A dimerização pelo LBD é importante para se ter efeito dominante negativo 
em promotor TRH. Células mesangiais foram transfectadas com 1,0 µg do vetor de 
expressão do TRβ1 wt ou 3XLBD, 4,0 µg do vetor repórter TRH-Luc e tratadas com 
concentrações crescentes de T3 (10-10M a 10-6M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi 
medida após lise das células. A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido para 
o tratamento na presença de veículo para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis 
no gráfico representam a repressão máxima considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 

    
 

 

Quando se analisou o mutante 4XDBD, que possui quatro mutações, D104A, 

Y117A, R120A e D177A, que não permitem que o TR se dimerize pelo DBD, 

observou-se um resultado diferente do mutante 3XLBD.  Na figura 25, a repressão 

da transcrição pelo promotor do TRH conduzida por esse mutante não mostrou 

diferença entre a curva dose-resposta quando comparada ao do TRβ1 wt. 

Considerando-se a repressão do TRβ1 nativo na concentração de 10-6M de T3.como 

100%, observa-se  que o mutante 4XDBD apresentou a mesma repressão máxima.  
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Figura 24. Não há aparente contribuição da superfície de dimerização do DBD para que 
haja o efeito dominante negativo em promotor TRH. Células mesangiais foram 
transfectadas com 1,0 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt ou 4XDBD, 4,0 µg do vetor 
repórter TRH-Luc e tratadas com concentrações crescentes de T3 (10-10M a 10-6M) por 
24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de ativação foi 
calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo para cada 
transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão máxima 
considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
    
 

 

Por outro lado, na figura 26, quando se utilizou o mutante 3XLBD/4XDBD, que 

possui mutações que não permitem a dimerização do TR tanto pelo LBD como pelo 

DBD, observou-se que o mutante reprimiu a transcrição no promotor do TRH em 

29%, considerando-se a repressão máxima de TRβ1 wt como 100% na concentração 

de 10-6M de T3.  
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Figura 25. Efeito aditivo de mutações na superfície de dimerização do LBD e DBD na 
repressão em promotor TRH. Células mesangiais foram transfectadas com 1,0 µg do vetor 
de expressão do TRβ1 wt ou 3XLBD/4XDBD, 4,0 µg do vetor repórter TRH-Luc e tratadas 
com concentrações crescentes de T3 (10-10M a 10-6M) por 24hrs. A atividade de luciferase 
foi medida após lise das células. A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido 
para o tratamento na presença de veículo para cada transfecção. Os percentuais entre 
parêntesis no gráfico representam a repressão máxima considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
 

 

 

A combinação desses resultados sugerem que, no promotor do TRH, TR 

regula a transcrição por dimerização, utilizando principalmente  o LBD. Apesar de, 

aparentemente, a atividade transcricional do mutante 3XDBD ser comparável a do 

TRβ1 wt, observamos que há um efeito aditivo dessas mutações em DBD quando 

associado a mutações no LBD (mutante 3XLBD/4XDBD). 

 

 

 

6.3.2 Efeitos de mutantes de dimerização no promotor do AP-1 

 

 

Na figura 26, vimos o efeito dos mutantes de dimerização no sítio AP-1, que é 

um sítio no promotor da colagenase onde o TR atua também através de um 

mecanismo negativo.  O mutante 3XLBD teve uma repressão máxima de 60.43% 
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somente na dose de 10-6M de T3, em relação a TRβ1 wt (100%) Nas concentrações 

de 10-10M a 10-7M, não foi observada nenhuma repressão. Com esses resultados, 

pode-se inferir que mutações na superfície de dimerização do LBD acarretam em 

uma menor resposta ao T3 em promotor AP-1.  

 

 

Figura 26. Efeito dominante negativo em AP-1 é dependente da dimerização. Células 
mesangiais foram transfectadas com 1,0 µg do vetor de expressão do TRβ1 wt ou 
3XLBD/4XDBD, 4,0 µg do vetor repórter AP-1-Luc e tratadas com concentrações crescentes 
de T3 (10-10M a 10-6M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. 
A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de 
veículo para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a 
repressão máxima considerando TRβ1 wt=100%; n=3. 
 

 

 

 Os resultados obtidos para TRH e AP-1 sugerem que a dimerização pelo LBD 

é importante na dominância negativa sobre TRβ1 wt . 
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6.3.3  DIMERIZAÇÃO EM F2, TRH E AP-1  

 

 

Figura 27. A heterodimerização de TR ocorre em TRE-F2 e TRH, mas não em AP-1. 
Reações contendo 2 µL de [35S]-TRs wt ou mutantes e 4 uL de RXRα e traduzidos in vitro, 
40 ng de oligonucleotídeos TRE-F2, TRH ou AP-1, 1 µg  de poli(dIdC) e tampão de ligação 
em volume total de 20µL foram tratadas com veículo ou 10-6M de T3 e submetidos à 
eletroforese em gel de poliacrilamida nativo. Gel foi submetido a secagem e à exposição em 
filme radiográfico. 

 

 

Com o EMSA foi possível observar a formação de heterodímeros (TRβ1 

wt/RXR ou TRβ1 mutante/RXR) e monômeros em genes regulados positivamente 

pelo T3 (TRE-F2) que será o controle positivo para TRβ1 wt e em genes regulados 

negativamente pelo T3 (TRH e AP-1). 

Na figura 27, observamos que o TRβ1-F451X e o TRβ1-G345R se 

heterodimerizam com RXR em elemento responsivo regulado positivamente como  o 

TRE-F2 e com o elemento regulado negativamente TRH. Essa dimerização não foi 

observada em AP-1. 

Em TRH, os resultados sugerem que a dominância negativa ocorre pela 

heterodimerização do mutante com o RXR, pois observamos dominância negativa 

nos ensaios de gene repórter. 

Em AP-1, confirmamos que o heterodímero TR/RXR não se liga diretamente à 

essa sequência de nucleotídeos .  
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6.4 INFLUÊNCIA DO MUTANTE TRΒ1-F451X DA SRHT EM GENES 

REGULADOS POR PPAR GAMA 

 

 

Como citado anteriormente, o TR wt e seus mutantes podem interferir com a 

função de PPAR. Foram feitos experimentos para investigar a interferência de 

mutantes do TR sobre o PPAR. Inicialmente foi testada a influência do TRβ1 wt e o 

mutante TRβ1-F451X da SRHT sobre PPARγ em seu elemento responsivo positivo 

DR1, quando ativado por seu ligante sintético rosiglitazona (rosi). 

Na Figura 28, observa-se que as curvas dose-resposta de PPARγ tratado com rosi e 

TRβ1 wt:PPAR na proporção de 1:1  tratado somente com rosi ou com rosi e T3 se 

sobrepõe. O TRβ1 wt não exerceu efeito dominante negativo sobre o PPARγ nessas 

condições. Em DR-1, o TRβ1 wt e PPARγ:TRβ1 wt na proporção 1:1 são tratados 

com T3 também não há atividade  transcricional. Ou seja, a ativação transcricional 

nesse PPARE é responsiva somente à ativação de PPAR com rosi.  

 

Figura 28. TRβ1 wt não exerce dominância negativa no PPARγ em DR1 na proporção 
1:1.  Células mesangiais foram transfectadas com 1,5 µg do vetor de expressão do PPARγ 
ou TRβ1 wt ou PPARγ:TRβ1 wt na proporção de 1:1 (1,5 µg: 1,5 µg) ou 1:5, 3,0 µg do vetor 
repórter DR1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de rosiglitazona e/ou T3 (10-9M a 
10-5M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de 
ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo 
para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão 
máxima considerando PPARγ=100%; n=3. 



77 

 

Como o resultado obtido não reproduziu os dados observados na literatura de 

que o TRβ1 interfe na atividade de PPARγ, decidimos testar uma proporção cinco 

vezes maior de TRβ1 wt (Fig. 29) em relação a PPARγ. 

Observamos nesse gráfico que, considerando a taxa de ativação máxima 

atingida pelo PPARγ na concentração de 10-5M de rosiglitazona como 100%, 

observamos que PPARγ:TRβ1 wt na proporção 1:5 tratado com rosi ou com rosi e T3 

apresentaram aproximadamente 78% e 71%, respectivamente, de ativação máxima. 

Esses resultados indicam que o TRβ1 wt  exerceu efeito dominante negativo sobre o 

PPARγ em DR1 somente quando presente em proporção maior do que PPARγ. 

Como tal efeito ocorre tanto nos ensaios tratados com rosiglitazona ou rosiglitazona 

+ T3, observamos que é independente da ligação de T3 ao TR. 

 

 

Figura 29. TRβ1 wt  exerce dominância negativa no PPARγ em DR1 na proporção 1:5. 
Células mesangiais foram transfectadas com 1,5 µg do vetor de expressão do PPARγ ou 
TRβ1 wt ou PPARγ:TRβ1 wt na proporção de 1:5 (1,5 µg: 7,5 µg) ou 1:5, 3,0 µg do vetor 
repórter DR1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de rosiglitazona e/ou T3 (10-9M a 
10-5M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de 
ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo 
para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão 
máxima considerando PPARγ=100%; n=3. 
 

 

Observamos em seguida, se o efeito exercido pelo mutante TRβ1-F451X da 

SRHT seria semelhante ao exercido por TRβ1 wt em PPARγ.  
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Na figura 30, observamos que quando a taxa de ativação máxima de PPARγ 

a 10-5M de rosi é considerada como 100%, PPARγ:TRβ1-F451X na proporção de 1:1 

tem sua ativação reduzida para 65,68%. Visto que o TRβ1-F451X liga-se com baixa 

afinidade ao T3 e que, conforme observado no gráfico anterior (Figura 29) o efeito 

dominante negativo do TR é independente de T3, o tratamento com esse hormônio 

não interfere na repressão, resultando em taxa de ativação máxima semelhante de 

66,88%. Ou seja, esses resultados indicam que o mutante TRβ1-F451X exerceu 

efeito dominante negativo sobre o PPARγ em DR1 na proporção de 1:1. 

 

Figura 30. TRβ1-F451X exerce dominância negativa sobre PPARγ em DR1. Células 
mesangiais foram transfectadas com 1,5 µg do vetor de expressão do PPARγ ou TRβ1-
F451X ou PPARγ:TRβ1-F451X na proporção de 1:1 (1,5 µg: 1,5 µg) ou 1:5, 3,0 µg do vetor 
repórter DR1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de rosiglitazona e/ou T3 (10-9M a 
10-5M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise das células. A taxa de 
ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na presença de veículo 
para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico representam a repressão 
máxima considerando PPARγ=100%; n=3. 

 

  
  

 

Ficamos intrigados ao observar que a proporção de 1:1, PPARγ:TRβ1-F451X, 

teve o mesmo efeito que o PPARγ:TRβ1 wt na proporção de 1:5. Supomos que seria 

necessário que houvesse dimerização do TRβ1-F451X para que ele exercesse seu 

efeito dominante negativo em PPARγ, por isso prosseguimos o estudo utilizando o 
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mutante TRβ1 L422R/F451X. A presença da mutação L422R no TR mutante F451X 

impediria a dimerização do receptor.   

Na figura 31, TRβ1-L422R/F451X:PPARγ na proporção de 1:1 perdeu o efeito 

dominante negativo apresentado por TRβ1-F451X (Figura  30), sugerindo que a 

dimerização do receptor é importante para se observar o efeito dominante negativo. 

O F451X é capaz de exercer o efeito dominante negativo, mas quando perde a 

capacidade de se dimerizar (mutante TRβ1-L422R/F451X) o efeito de dominância 

negativa não é mais observado. 

 

Figura 31. TRβ1-L422R/F451X não exerce dominância negativa no PPARγ em DR1. 
Células mesangiais foram transfectadas com 1,5 µg do vetor de expressão do PPARγ ou 
TRβ1-L422R/F451X ou PPARγ:TRβ1-L422R/F451X na proporção de 1:1 (1,5 µg: 1,5 µg) ou 
1:5, 3,0 µg do vetor repórter DR1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de 
rosiglitazona e/ou T3 (10-9M a 10-5M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise 
das células. A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na 
presença de veículo para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico 
representam a repressão máxima considerando PPARγ=100%; n=3. 

  

 

Tendo o conhecimento de que a dimerização é importante para se observar o 

efeito dominante negativo, outra mutação foi testada. Verificamos se o recrutamento 

de correpressores também é importante para observar o efeito de dominância 

negativa, pois em genes regulados positivamente a interação com correpressores 

impede a ativação transcricional. Foi utilizado o mutante TRβ1-I280R/F451X. A 
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mutação em I280R faz com que o TR perca a capacidade de recrutar 

correpressores. 

Como se pode observar na figura 32, TRβ1-I280R/F451X:PPARγ não exerceu efeito 

sobre a atividade transcricional de PPARγ em DR1, sugerindo que o recrutamento 

de correpressores pelo receptor também é importante para que ocorra a dominância 

negativa. 

 

Figura 32. O mutante TRβ1-I280R/F451X não exerce dominância negativa no PPARγ em 
DR1. Células mesangiais foram transfectadas com 1,5 µg do vetor de expressão do PPARγ 
ou TRβ1-I280R/F451X ou PPARγ:TRβ1-I280R/F451X na proporção de 1:1 (1,5 µg: 1,5 µg) 
ou 1:5, 3,0 µg do vetor repórter DR1-Luc e tratadas com concentrações crescentes de 
rosiglitazona e/ou T3 (10-9M a 10-5M) por 24hrs. A atividade de luciferase foi medida após lise 
das células. A taxa de ativação foi calculada com base no valor obtido para o tratamento na 
presença de veículo para cada transfecção. Os percentuais entre parêntesis no gráfico 
representam a repressão máxima considerando PPARγ=100%; n=3. 

 

Juntos, os resultados sugerem que para que o TRβ1 wt ou o mutante TRβ1-

F451X da SRHT consiga atrapalhar a atividade transcricional do PPARγ, é preciso 

que este se dimerize com o PPARγ e recrute correpressores.  
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7. DISCUSSÃO 

 

 

A patogenia molecular da SRHT é multifatorial, porém dentre os mecanismos 

mais importantes destaca-se a competição do receptor mutante e o receptor normal 

pela interação com as sequências alvo de DNA e a formação de heterodímeros 

inativos entre o receptor normal e o receptor mutante (125, 143-146).  

Apesar da ativação da transcrição regulada por T3 estar mais bem definida, a 

atividade repressora dos HTs também exerce uma ação fundamental na regulação 

de diversos genes envolvidos na diferenciação, proliferação celular e metabolismo.  

Dentre os genes regulados negativamente, os mais importantes são os genes que 

codificam o TRH e o TSH. Através do mecanismo de feedback, o aumento das 

concentrações séricas de T3 e T4 inibe a expressão de TRH e TSH, em nível 

hipotalâmico e hipofisário, respectivamente. O T3 regula negativamente a atividade 

transcricional destes genes via elementos responsivos negativos (nTREs). O 

mecanismo molecular envolvido na regulação negativa precisa ser mais bem 

esclarecido.  

Diferente dos elementos responsivos positivos, uma sequência consenso para 

os nTREs ainda não foi estabelecida.  É conhecido que o TR se liga a sequências 

específicas dentro dos promotores do TRH e TSH e ativa a transcrição na ausência 

do ligante. O estado ativador é convertido ao repressor com a chegada do hormônio. 

Este é um processo que envolve um complexo de inúmeras proteínas que modulam 

a transcrição pela compactação das cromatinas, mudança conformacional do TR 

interagindo com o DNA e da possibilidade de homodimerização (TR-TR) e 

heterodimerização (TR/RXR). 

Investigamos o efeito dominante negativo do mutante TRβ1-F451X em 

promotores dos genes TRH e AP-1 regulados negativamente pelo T3 e a importância 

da dimerização para sua ocorrência.  

Confirmamos, inicialmente, conforme observado por outros autores, que o 

mutante TRβ1-F451X não consegue ativar a transcrição e que sua presença 

juntamente com TRβ1 wt na proporção de 1:1 e 1:5 prejudica acentuadamente a 

ação do TRβ1 wt em TRE-F2 e TRE-DR4 (135,136,143,146). 

Observamos que o TRβ1-F451X teve atividade transcricional no promotor do 

TRH, mas não conseguiu reprimir a transcrição (Figura 18 e 19). Uma explicação 
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pode ser dada pelo fato de que esta mutação se caracteriza pela ligação ávida a 

correpressores, principalmente o SMRT (128,136) e como nos genes regulados 

negativamente os correpressores participam da ativação (80,130), o TRβ1-F451X 

consegue ativar a transcrição na ausência do hormônio, mas não consegue reprimi-

la na presença do hormônio. Há também um impedimento na associação com 

coativadores, que neste contexto participariam da repressão e, por isso, o TRβ1-

F451X não consegue reprimir a transcrição na presença de T3. A atividade 

dominante negativa é diminuída quando a mutação TRβ1-P214R, que reduz a 

ligação com correpressor é inserida nos mutantes as SRHT (130). Quando 

correpressores (SMRT ou NCoR são cotransfectados nos promotores regulados 

negativamente aumentam a ativação basal na ausência de T3 (76). Esses achados 

indicam que correpressores estão envolvidos na patogênese da SRHT e 

desenvolvem um importante papel no controle dos genes regulados negativamente 

(147). 

 Quando cotransfectado com TRβ1 wt,  o TRβ1-F451X reduziu em 56% e 58% 

a inibição transcricional do TRH, nas proporções 1:1 e 1:5 respectivamente. Isto já 

foi observado em estudos anteriores (125,145,148,149,150), porém a base para o 

requerimento de um excesso de receptores mutados e sua relevância para SRHT 

não é clara. Foram relatadas duas mutações encontradas na SRHT (R429Q e 

R383H) (147) que exerceram ação dominante negativa sobre o TRβ1 wt no promotor 

do TRH. É interessante que estas mutações não influenciavam negativamente o 

TRβ1 wt em elementos responsivos positivos. É possível que sinais clínicos da 

SRHT, como por exemplo, elevados níveis de HT, sejam indicadores mais sensíveis 

da inibição do receptor do que nossos ensaios in vitro de expressão gênica, devido à  

natureza artificial desses experimentos, pois existem estudos relatando que  a 

atividade inibitória de receptores mutados, que possuem afinidade reduzida de 

ligação ao T3, é eliminada em altas concentrações do hormônio (124,125,134,144). 

A dominância negativa também foi observada em relação ao promotor AP-1. 

O mutante F451X apresentou atividade transcricional neste promotor, mas não 

conseguiu reprimir a transcrição na presença de hormônio. Para que ocorra a 

atividade dominante negativa é importante que ocorra a ligação direta do TR 

mutante ao DNA (10,25). Embora segundo Velasco e col. (2007), a ligação direta ao 

DNA do TR mutado seja considerada importante, no caso do sítio AP-1 não há essa 

ligação direta, mas sim a interação com as oncoproteínas c-Jun e c-Fos (10).  
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Os resultados aqui obtidos contrastam com os observados no laboratório 

FarMol anteriormente nos quais não se observou o efeito dominante negativo do 

mutante F451X em TRH e AP-1, em ensaios de gene repórter em células U937 de 

monócitos de linfoma humano (9). Além disso, foi descrito por Safer e col. (1997) 

que os mutantes da isoforma TRβ1, R429Q, R338W e R338L, da resistência 

hipofisária,  apresentaram uma fraca dominância negativa no promotor do TRH, 

mesmo com excesso de 10 vezes do mutante em relação ao TR wt, mas tiveram 

uma forte atividade dominante negativa quando expressos na isoforma TRβ2 nos 

mesmos promotores. Dessa forma, a síndrome causada por essas mutações é 

limitada aos tecidos, pituitária anterior e hipotálamo, que expressam esta isoforma. 

Os mutantes da resistência generalizada tiveram atividade dominante negativa 

similar em ambas isoformas do TRβ.   

Nossos resultados sugerem que no promotor do TRH, o TR regula a 

transcrição via dimerização pois o TRβ1 wt, F451X e G345R se heterodimerizam 

com RXR em TRH. Em AP-1 não foi observada a formação de heterodímeros, 

embora ocorra a dominância negativa nesse promotor.  O LBD pode  ser importante  

para a interação com c-fos e c-jun para observarmos esse efeito dominante 

negativo. Quando testamos a importância da dimerização em LBD e em DBD, 

observamos que  o domínio LBD parece ser mais importante que o domínio DBD 

para a dominância negativa, pois a mutação que prejudica a dimerização em DBD 

(4XDBD) não modificou a eficiência da transcrição mediada por TRβ1 nativo ao 

contrário da mutação que prejudica a dimerização em LBD (3XLBD)  (68). 

Os resultados observados precisam ser complementados para que possamos 

entender melhor o efeito dominante negativo do F451X sobre o TR wt em TRH e AP-

1. É importante avaliar o efeito em outras linhagens celulares a fim de verificarmos 

se a ocorrência da dominância negativa ocorre de forma específica para diferentes 

tecidos. É interessante investigar como a dominância negativa observada em AP-1, 

pois confirmamos que nesse elemento não ocorre heterodimerização do TR wt com 

o RXR diretamente em AP-1. Destaca-se o papel proeminente dos receptores 

nucleares como anticoncogenes. Uma vez que os oncogenes ras e src ativam c-Jun 

e c-Fos por meio da cascata de ativação da proteína kinase C, o TR exerce o papel 

contrário, suprimindo a proliferação celular iniciada pelas oncoproteínas. Isto faz 

com que células que são “down” reguladas pelo TR sejam mais suscetíveis às 

respostas do fator de crescimento, promotores de tumor e atividade oncogênica. 
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Mutações nos TRs também podem aumentar a efetividade dos oncogenes (65). 

Dessa forma, é importante investigar se os TRs ou outros receptores nucleares que 

possuem atividade anti AP-1 estão mutados ou tiveram sua expressão reduzida em 

células neoplásicas. Nesse contexto é interessante notar que muitas células de 

tumor de pulmão carregam uma deleção no cromossomo 3, que codifica o gene do 

TRβ, portanto as pessoas que apresentam essa deleção não possuem o TRβ no 

pulmão, podendo ser um fator de risco para o desenvolvimento do câncer de pulmão 

(151, 152).  

O efeito do mutante TRβ1-L422R/F451X também deve ser testado em TRH 

em ensaios de gene repórter para entendermos melhor se a dimerização do F451X 

com o TR wt é importante para a dominância negativa observada.  

Baseado em relatos de que o PPAR se dimeriza com o TR, o segundo 

objetivo estudado foi a dominância negativa exercida por TRβ1 wt e mutante TRβ1-

F451X da SRHT em PPARγ  em  DR1 regulados pelo PPARγ.  

Nossos resultados mostraram que o TRβ1 wt na proporção 1:5 com PPARγ e 

o mutante TRβ1-F451X na proporção 1:1 apresentaram um efeito de dominância 

negativa no PPARγ. Uma quantidade de em excesso de TRβ1 wt é necessária para 

interferir na atividade de PPAR, mas a presença de TRβ1-F451X na mesma 

proporção que PPAR é suficiente para inibir sua função. 

A dimerização e a interação com correpressores parecem ser importantes, 

pois não houve dominância negativa dos mutantes TRβ1-L422R/F451X e TRβ1-

I280R/F451X em PPARγ, respectivamente. Como citado anteriormente, estudos 

demonstraram que o mutante do TRβ1, Δ337T (deleção de Treonina na posição 337) 

exerce efeito dominante negativo em PPARα no coração, alterando a expressão do 

receptor nuclear. Esses resultados, portanto, indicam que as respostas dos ligantes 

de PPARs podem ser influenciadas pela função do TR em seus respectivos 

receptores e isoformas de ação (17). Além disso, um estudo demonstrou que o 

mutante TRβ1PV heterodimeriza-se com PPARγ in vitro e inibe a ligação entre 

PPARγ e seu elemento responsivo, de forma independente de T3 e RXR (11). 

Mutações em heterozigoze que levam à perda de função de receptores TRβ e 

PPARγ são associadas à SRHT e à resistência insulínica severa, respectivamente. 

Em cada caso, os receptores mutados inibem a ação de receptores nativos de uma 

forma dominante negativa. Estudos mostram que o hormônio tireoideano afeta a 

homeostase da glicose por suas ações no músculo esquelético, no fígado e no 
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metabolismo oxidativo e não oxidativo da glicose e que o estresse oxidativo na 

diabetes pode ser regulado de forma dose dependente do hormônio tireoideano 

(156). Existem evidências que o hipotireoidismo está associado a um aumento do 

estresse oxidativo e hipercolesterolemia e esse estresse oxidativo é muito maior 

quando comparado à presença de hormônio tireoideano (157). Em nosso estudo, 

observamos que tanto o TRβ1 wt como TRβ1 mutantes podem influenciar o receptor 

PPARγ de uma maneira dominante negativa podendo  desencadear possíveis sinais 

e sintomas de resistência à insulina. 

Sugerimos que novos estudos sejam realizados para compreender como essa 

interferência se dá em nível molecular e se a interferência do TRβ1 wt e TRβ1-F451X 

ocorre por dimerização com o RXR ou com o PPARγ em DR1 (150). Precisamos 

comprovar que o mutante TRβ1-I280R/F451X estava sendo expresso no 

experimento para elucidarmos a importância da interação com correpressores para a 

atividade de dominância negativa observada pelo TRβ1-F451X em PPARγ (150).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



86 

 

8. CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados confirmaram que o mutante F451X prejudicou a ação do 

TR nativo em F2 e em DR4. Observamos que o mutante exerceu efeito dominante 

negativo sobre o TR nativo nos promotores TRH e AP-1. Em ensaios in vivo, 

observamos que no promotor  TRH e AP-1, o TR nativo regulou a transcrição via 

dimerização, principalmente utilizando-se do domínio LBD. Em ensaios in vitro, 

vimos que ocorre heterodimerização do TRβ1 wt e mutantes da SRHT com RXR em 

TRH. Não observamos a formação de heterodímeros em AP-1, o que está de acordo 

com a literatura de que a dominância negativa neste ocorre por ligação indireta ao 

DNA. 

 Em genes regulados por PPAR, verificamos que o TRβ1 wt quando presente 

em excesso interfere na ativação transcricional de PPAR, mas que o mutante TRβ1-

F451X em proporção semelhante ao PPAR apresentam efeito semelhante de 

dominância negativa no PPARγ. Para que esse efeito ocorra, a dimerização e a 

interação com correpressores parecem ser importantes. 
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