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RESUMO

Os horménios tireoideanos (HTs) sdo necessarios para a diferenciagéao,
crescimento e metabolismo de diversos tecidos de vertebrados. Seus
efeitos sdo mediados pelos receptores do hormdnio tireoideano (TRS),
membros da superfamilia dos receptores nucleares. Estes receptores sao
fatores de transcricdo modulares que se ligam em seqiiéncias especifi-
cas do DNA denominadas elementos responsivos ao TR, que séo encon-
trados nos promotores dos genes regulados pelo HT. Os TRs sdo codifi-
cados por dois genes distintos, a e b, localizados nos cromossomos 17 e
3, respectivamente. Estas isoformas apresentam diferentes funcdes e sua
expressao € especifica para cada tecido. O TR se liga ao DNA como
mondmero, homodimero ou heterodimero com o receptor de retindide
X (RXR). Além disso, o TR modula a atividade transcricional (repressdo ou
ativacao) através da interagdo com correpressores e co-ativadores, na
auséncia e na presenca do T3, respectivamente. A compreenséo do
mecanismo molecular da acao do receptor do hormbnio tireoideano e
a definicdo de sua estrutura cristalografica contribuirdo para a
aquisicao de novos conceitos envolvidos na transcricao e nos disturbios
hormonais presentes nas doencas enddcrinas, assim como facilitara o
desenho de novas drogas, agonistas ou antagonistas, com grande valor
terapéutico. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;48/1: 23-38)

Descritores: Receptores nucleares; Receptor do horménio tireoideano;
Co-reguladores; Dimerizagdo; Regido de dobradica; Sindrome de
resisténcia ao hormoénio tireoideano

ABSTRACT

Molecular Mechanism of Thyroid Hormone Action.

Thyroid hormones (TH) are involved in normal differentiation, growth, and
metabolism in several tissues of all vertebrates. Their actions are mediat-
ed by the TH receptors (TRs), members of the nuclear hormone receptor
superfamily. These receptors are transcription factors that bind to DNA on
specific sequences, the TR response element (TREs), in promoters of tar-
get genes. Two genes encode TRs, a e b, located in chromosomes 17
and 3, respectively. These isoforms show different functions and exhibit a
tissue specific expression. TRs function as monomers, homodimers or het-
erodimers with retinoid X receptor (RXR) and modulate transcription
activity (repression or activation) by interacting with co-repressor and co-
activators, which associate with TR in the absence or presence of T,
respectively. Understanding the molecular mechanism of TR action and
the definition of its crystallographic structure will provide new insights into
transcription mechanisms and will facilitate the design of new drugs with
greater therapeutic value. (Arq Bras Endocrinol Metab 2004;48/1: 23-38)

Keywords: Nuclear receptor; Thyroid hormone receptor; Co-regulators;
Dimerization; Hinge region; Thyroid hormone resistance
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IMPORTANCIA DOS HORMONIOS tireoideanos

(HTs) no desenvolvimento, homeostase, prolife-
racdo e diferenciacdo celular tem sido bem documen-
tada. Sabe-se que, nos mamiferos, os HTs atuam em
todos os 6rgdos e vias metabodlicas e seus principais
efeitos incluem o desenvolvimento de vérios tecidos,
como o do sistema nervoso central, consumo de
oxigénio, regulacdo da temperatura corporal, freqiién-
cia cardiaca e também o metabolismo de carboidratos,
proteinas e gorduras. Além disso, participam da sintese
e a degradacdo de muitos outros fatores de crescimen-
to e hormbnios, 0 que resulta em outros efeitos
secundarios (1,2).

A principal forma do hormonio tireoideano secre-
tada pela glandula tiredide é a 3,5,3’,5'-tetraiodo-L-
tironina (tiroxina ou T,) e uma menor quantidade é se-
cretada como 3,5,3’-triiodotironina (T3), a forma ativa
do hormdnio. O total plasmatico de T, é cerca de 45
vezes maior que o de T4 (90nM versus 2nM) (3) e a
principal fonte de producdo de T5 ocorre através da con-
versdo de T, em T5 por meio da 5’ desiodacdo de T, nos
tecidos periféricos promovida pelas desiodases (1,3).

Uma vez secretados, os hormdnios tireoideanos
circulam comumente ligados as proteinas plasmaticas,
e somente 0,03% de T, e 0,3% de T estdo livres. A li-
gacdo destes horménios as proteinas plasmaticas
aumenta suas meias-vidas e assegura uma distribuicao
regular do horménio nos tecidos alvos. A entrada e a
saida do horm&nio nas células ocorre, em uma menor
parcela, por difusdo passiva, e outra principal através de
transportadores especificos que regulam a captacdo e o
efluxo dos horménios tireoideanos (4,5). No interior
da célula, o T liga-se a receptores especificos localiza-
dos no nucleo, os receptores do horménio tireoideano
(TRs). Os TRs medeiam a acdo do hormdnio ligando-
se diretamente na regido promotora dos genes alvos,
regulando a transcricdo em todos os tecidos de
mamiferos (5).

Superfamilia dos Receptores Nucleares
Os TRs pertencem a superfamilia de receptores
nucleares que compreende 49 genes que codificam 75
proteinas diferentes, que estdo envolvidas na trans-
ducdo de sinais hormonais extracelulares em respostas
transcricionais (6). A identificacdo de receptores em
insetos como membros da superfamilia sugere uma
origem comum destes receptores e, claramente,
demonstra que a sua evolucdo antecede a divergéncia
de vertebrados e invertebrados (7).

Os membros da superfamilia de receptores
nucleares sdo fatores de transcricdo dependentes do li-
gante e atuam por ligarem-se a sequiéncias especificas no
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DNA, denominadas elementos responsivos ao hor-
ménio (HRE). Os HREs geralmente estdo localizados
na regido promotora dos genes alvos, sdo especificos
para cada receptor e possuem duas copias imperfeitas de
um hexanucleotideo, que podem estar arranjadas em
diferentes orientacBes, com espacamento e seqliéncias
flanqueadoras diferentes. Os receptores nucleares ligam-
se aos HREs de diversas formas, podendo atuar como
mondmeros, homodimeros ou heterodimeros (5,8,9).

A superfamilia dos receptores nucleares incluem
0s receptores para esteréides, vitamina D, retindides,
hormonios tireoideanos e prostaglandinas, além de ou-
tros receptores 6rfaos, em maior nimero, que nao pos-
suem ligantes conhecidos no momento de sua identifi-
cacdo (10). Para alguns destes receptores, os ligantes
tém sido identificados, por exemplo, como o 4cido 9-
cis-retindico para o receptor do retindide X (RXR), oxi-
esterdis para os receptores hepaticos X (LXR), acidos
biliares para os receptores de farneséides X (FXR), &ci-
dos graxos para os receptores de proliferadores peroxis-
somais (PPAR), pregnanos para os receptores de preg-
nanos X (PXR) e androstanos para os receptores consti-
tutivos de androstanos (CAR) (11,12).

Os receptores para os hormonios esterdides for-
mam uma subclasse da superfamilia de receptores
nucleares (9). Na auséncia do ligante, os receptores
dos esterdides glicocorticéides (GRs), mineralocor-
ticéides (MRs), androgénios (ARs), estrogénio (ER) e
progesterona (PR) estdo associados em um complexo
com proteinas de choque térmico (HSPs) no citoplas-
ma e, em alguns casos, no nucleo da célula. A ligacdo
do horménio dissocia os receptores deste complexo e
induz a formacdo de homodimeros que se dirigem ao
nacleo onde se ligam aos seus respectivos HRES, regu-
lando a transcrigdo (5,13).

Outra subclasse da superfamilia de receptores
nucleares é representada pelos receptores dos hor-
ménios tireoideanos (TRs), do acido retindico (RAR),
da vitamina D (VDR) e dos proliferadores peroxisso-
mais (PPAR), que formam heterodimeros com o RXR
(9). Esses receptores, na auséncia do hormonio, estdo
localizados predominantemente no nadcleo, em so-
lucdo ou ligados ao DNA. Quando associados ao
DNA, estdo predominantemente ligados a seqiiéncias
de repeticBes diretas (DRs) do hexamero AGGTCA
(AGGTCA N AGGTCA), onde ‘N’ é o namero de
bases que separa cada hexdmero (5). A capacidade de
cada receptor reconhecer os HRES constituidos por
DRs € chamada de regra 1 a 5 (figura 1). Dessa forma,
0 PPAR e 0 RXR se ligam a uma DR espagada por uma
base (DR-1), o RAR se liga a DRs espacadas por duas
ou cinco bases (DR-2 e DR-5), o VDR a uma DR
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Figura 1. Ligagcdo dos receptores nucleares nao esteroéides
com o RXR em repeticbes diretas (DRs) separadas por
espacadores de tamanhos variados (N) - Regra 1 a 5.

espagada por trés bases (DR-3) e o0 TR a uma DR
espacada por quatro bases (DR-4) (5,10,14). O RAR
também pode se ligar a uma DR-1 heterodimerizado
com o RXR (15). Além das DRs, os elementos respon-
sivos aos hormdnios podem estar na forma de palin-
dromos e palindromos invertidos (5). Chama a
atencdo que alguns receptores 6rfaos podem se ligar,
como mondmeros, a uma Unica sequéncia de hexanu-
cleotideos (12).

Na auséncia do ligante, os membros da sub-
classe dos receptores dos horménios tireoideanos
ligam-se a0 DNA na forma de homo ou he-
terodimeros. Esses dimeros, por sua vez, se associam a
outras proteinas conhecidas como correpressores, pois
atuam reprimindo a transcri¢cdo génica. Com a ligagéo
do hormdnio ao receptor, observa-se formagdo pre-
dominante de heterodimeros com o RXR, seguida de
dissociacdo das proteinas correpressoras e a associagao
com proteinas co-ativadoras que passam agora a
estimular a transcricdo dos genes alvos (3,5).

Dominios Funcionais dos Receptores do
Horménio Tireoideano
A andlise estrutural e funcional do TR e de outros
receptores nucleares demonstram que esta superfamilia
exibe uma estrutura modular com dominios funcionais
distintos. Os trés principais dominios sdo: 0 amino-ter-
minal, o de ligacdo ao DNA (DBD) e o de ligacdo ao
ligante (LBD). Existe, também, uma pequena regido
que conecta 0 DBD ao LBD, que é conhecida como
dobradiga hinge (figura 2) (5).

O dominio amino-terminal é extremamente
variavel entre os membros da superfamilia dos recep-
tores nucleares, tanto no tamanho quanto na seqiién-
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cia de aminoacidos, e exibe uma funcdo de ativagdo
transcricional independente do ligante, denominada
funcdo de ativagdo 1 (AF-1) (16). Para 0 TR, sua
importancia ainda ndo é totalmente conhecida, pois
alguns estudos mostraram que a delecdo do dominio
amino-terminal tem pouco efeito sobre a resposta
transcricional positiva ao T3 (5,17).

O DBD ¢ o dominio mais bem conservado
entre todos os receptores nucleares e tem como funcao
principal a ligagdo ao DNA. Este dominio situa-se na
porcao central dos receptores e é organizado por dois
segmentos estruturais conhecidos como dedos de
zinco. Nestes segmentos, quatro residuos de cisteina
de cada dedo formam complexos coordenados por
fons de zinco, formando duas estruturas indepen-
dentes em forma de al¢ca (10). Os dois dedos de zinco
sdo separados por uma seqiéncia de 15 a 17 aminoa-
cidos. Trés aminoacidos da base do primeiro dedo re-
presentam a regido chamada de caixa P (P-box). Estes
aminoacidos sdo responsaveis pelo reconhecimento do
elemento responsivo especifico para cada receptor
(18), ao passo que uma seqiiéncia de cinco aminoéci-
dos, localizada entre a primeira e a segunda cisteina na
base do segundo dedo, é denominada de caixa D (D-
box), uma regido importante para a dimerizacdo do
receptor (5,18). Os termos P-box e D-box estdo rela-
cionados com a posicdo proximal e distal dessas
regides, respectivamente (figura 3) (8).

O dominio de ligagdo do horménio ou ligante
é¢ menos conservado que o DBD, refletindo a va-
riedade de ligantes que atuam nestes receptores. Este
dominio localiza-se na regido carboxi-terminal e pos-
sui varias fungdes, como a homo e heterodimerizagéo
do receptor, localizacdo nuclear, dissociacdo das HSPs
(7) e interagcdo com proteinas correpressoras e co-ati-
vadoras (19,20). Além dessas funcdes, o LBD contém
uma superficie que é fundamental para a ativacdo
transcricional, que se forma com a ligacdo do hor-
monio ao receptor. Apos a ligacdo do hormdnio, essa
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Figura 3. Dominio de ligagc&o ao DNA (DBD) do receptor do
hormonio tireoideano: segmento representativo dos dedos
de zinco e das regides P-box (P-proximal) e D-box (D-distal).

regido, denominada funcédo de ativacdo 2 (AF-2), passa
a se interagir com os co-ativadores, que permitirdo a
formacdo do complexo protéico envolvido na ativagdo
da transcricdo (17).

A regido que conecta o DBD ao LBD, e que
age como uma dobradica, € extremamente variavel
entre os diferentes receptores (3). No caso especifico
do TR, a principal funcéo desta regido seria promover
0 movimento de rotacdo do DBD em rela¢do ao LBD,
possibilitando que o TR se ligue nos TREs com dife-
rentes orientaces (5,8,10,21).

A identificacdo desses dominios funcionais den-
tre os membros da superfamilia de receptores nuclea-
res foi baseada na comparacdo das sequéncias dos
receptores, analises mutacionais (18) e, mais recente-
mente, na determinacdo da estrutura cristalografica do
DBD (associado ao DBD do RXR em DR-4) e do
LBD do TR ligado ao horménio (22-24).

Receptores dos Horménios Tireoideanos
Ap6s a identificagdo dos cDNAs codificando os recep-
tores de glicocorticoide (GRs) e estrogeno (ER) em
1985, estudos de homologia demonstraram que 0s
TRs, clonados em 1986 a partir de bibliotecas de
embrides de galinha e placenta humana, eram homo-
logos celulares do oncogene viral v-erbA (virus da
eritroblastose aviaria) (5).

Existem dois genes distintos que codificam os
TRa e TRb, que, nos humanos, localizam-se nos cro-
mossomos 17 e 3, respectivamente. Cada um destes
genes codificam varias proteinas (al, a2, Dal, Da2,
bl, b2, b3 e Db3), que sdo o resultado do processa-
mento alternativo do RNA mensageiro (splicing alter-
nativo) ou da utilizagdo de promotores alternativos
(figura 4) (25). Dessa forma, as diferentes isoformas
do TR sdo al, a2, bl, b2 e b3, sendo que somente
al, bl, b2 e b3 se ligam ao hormdnio. As isoformas
al e a2 diferem somente em sua regido carboxi-ter-
minal e, por esse motivo, a isoforma a2 ndo se liga ao
horménio, enquanto que as isoformas bl, b2, b3
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Figura 4. Estrutura primaria das diferentes isoformas codifi-
cadas pelos genes receptores do hormdnio tireoideano: as
isoformas TRb1, TRb2, TRb3 e TRDb3 sdo codificadas pelo
gene THRB através da utilizagdo de promotores alterna-
tivos. O gene THRA, por splicing alternativo e também pela
utiizagcdo de promotores alternativos, produz as proteinas
TRal, TRa2, TRDal e TRDa2.

diferem em sua regido amino-terminal (26). A isofor-
ma TRb3 foi recentemente descrita em ratos (27) e, a
partir da comparacdo das sequiéncias gendmicas destes
animais com os humanos, pode-se prever que esta iso-
forma esta conservada entre as duas espécies (25). A
isoforma TRa2, por ndo se ligar ao T4 pode inibir a
transcricdo mediada por TRb1l ou TRal, provavel-
mente por competir com a ligacdo aos TRES e com a
formacdo de heterodimeros com RXR (5).

A expressdo dos mRNAs dos TRs varia com o
desenvolvimento e com a diferenciacdo celular (26).
Os mRNAs do TRal, TRa2 e TRb1 sdo expressos em
quase todos os tecidos, ainda que em niveis diferentes.
Assim, 0 TRal é abundante nos musculos esqueléti-
cos, gordura marrom e no cora¢do, o TRaz2 é particu-
larmente abundante no cérebro e o TRb1l é expresso
em grande quantidade no figado, rim e cérebro. Ja o
TRb2 é expresso principalmente na glandula pituitéaria
e em outras areas do cérebro (26,28). O TRDal e
TRDa2 sdo encontrados principalmente no epitélio do
intestino delgado, pulméo e durante os estagios pre-
coces do desenvolvimento (25). Em ratos, o TRb3 é
expresso no figado, rim e pulmdo, enquanto que o
TRDb3 no musculo esquelético, coracdo, baco e cére-
bro (27). Essa expressao variada dos TRs pode consti-
tuir um mecanismo usado pelo T5 para a regulagdo da
transcricdo de forma seletiva para alguns tecidos (3).

Os TRal, TRb1, e TRb2 possuem papéis fun-
cionais distintos na fisiologia hormonal tireoideana.

Arg Bras Endocrinol Metab vol 48 n° 1 Fevereiro 2004
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Por exemplo, a sindrome de resisténcia ao horménio
tireoideano é causada por mutac@es no LBDs do TRb
(29). Por razdes ainda desconhecidas, nenhum
paciente com mutac¢Bes no TRa foi descrito. Acredita-
se que estas mutacBes, quando ocorrem nas células
germinativas, ndo sdo detectadas por serem letais,
inconsequlientes, ou por ndo estarem associadas a ne-
nhuma anormalidade encontradas na sindrome de
resisténcia ao horménio tireoideano. Porém, em algu-
mas neoplasias, como carcinoma hepatocelular, foram
encontrados TRa mutantes capazes de exercerem acdo
dominante negativa (30). Além disto, camundongos
com delecdo do TRb apresentam sinais semelhantes a
resisténcia ao hormonio tireoideano, como, por exem-
plo, elevagdo dos niveis séricos de T;, T, e TSH.
Entretanto, camundongos com dele¢do do TRal pos-
suem niveis baixos de T, e TSH circulante (31). Pos-
sivelmente, as mutacdes em TRa que poderiam
exercer o efeito dominante negativo ndo seriam visua-
lizadas, porque o controle dos niveis de TSH é depen-
dente do TRb e ndo do TRa. Como podemos perce-
ber, a importancia das isoformas TRa e TRb foram
evidenciadas nos modelos de animais com dele¢do dos
genes induzida pela recombina¢do homologa. Assim, o
fenétipo do camundongo com delecdo do TRb (TRb1
e TRb2) é caracterizado por, além dos altos niveis séri-
cos de TSH, T, e T, hiperplasia da glandula tiredide,
freqUiéncia cardiaca basal elevada, ma formacdo da
cOclea (defeitos auditivos graves) e da retina. Desta
forma, refletindo a auséncia do TRb e os altos niveis
séricos dos hormonio tireoideano, estes animais apre-
sentam hipotireoidismo nos 6rgdos que predominan-
temente expressam o TRb (figado e hipofise) e hiper-
tireoidismo nos que expressam TRa (cora¢do). Quan-
do somente o TRb2 foi deletado, 0s animais apresen-
taram niveis elevados de T,, T5 e TSH e auséncia de
defeitos na audicédo, sugerindo que o TRb2 seja a prin-
cipal isoforma reguladora dos niveis de TSH. Os
camundongos com delecdo do TRal apresentam
diminuicdo da temperatura corporal e da freqiiéncia
cardiaca, e 0 TSH é normal. Ja os animais com delecdo
de TRa, incluindo o TRal e a2, apresentam
hipotireoidismo, ma formacdo intestinal, retardo do
crescimento e morrem logo apdés o nascimento, su-
gerindo um papel importante do TRa2, que ndo se
liga ao T3, na modulagdo da transcricdo. Entretanto, a
delecéo isolada do TRa2 ndo diminui a sobrevida dos
animais (3,25).

Considerando que as dele¢Bes isoladas de
TRb1 e TRal ndo provocaram grandes distdrbios, é
possivel que cada isoforma possa compensar, de certa
forma, a auséncia da outra. Este fato foi comprovado
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em camundongos com dele¢do do TRb, no qual foi
acrescentado um TRb dominante negativo (D337T),
cuja expressdo foi restrita a hipdéfise. Estes animais,
quando comparados aos portadores de delecdo do
TRb1 isolada, apresentaram niveis significativamente
maiores do TSH, cuja regulacdo ndo era suprimida
por T; (32). Estes resultados sugerem que o TRb
dominante negativo inibiu o0 TRa remanescente na
delecdo isolada do TRb.

A combinacdo da delecdo de TRb e TRal
gerou animais com retardo do crescimento,
diminuicdo da fertilidade, reducdo do conteddo mi-
neral e do desenvolvimento dos o0ssos, bradicardia e
incapacidade da regulacdo da temperatura corpérea. Ja
a dele¢do de TRb, TRal e TRa2 produziu animais
com um fendtipo semelhante a delecdo do TRale
TRa2, sé que com altera¢bes mais severas, incluindo a
dificuldade de supressdo do TSH. Estes resultados
sugerem que a regulacdo da transcricdo pelos TRs
depende de todas as isoformas, mesmo daquelas que
nédo se ligam ao T;. A explicagdo para todos estes acha-
dos ndo é clara, mas demonstra que a auséncia do TR
¢ menos prejudicial que a falta dos horménios
tireoideanos e aponta para a importancia do papel da
repressdo na auséncia do ligante (3,25).

A complexidade da importancia das isoformas, e
também do mecanismo de acdo do TR, foi demonstra-
da mais recentemente com a utilizagdo da técnica de
mutacdo dirigida em camundongos. Shibusawa e cols.
geraram animais com uma mutacao especifica na regido
do DBD (P-box), que, in vitro, elimina completamente
a ligacdo do TRb1 ao DNA. Estes animais, de forma
semelhante a delecdo completa do TRb1, apresentaram
distarbio na regulacdo do eixo hipotalamo hipofisario
caracterizada pelo aumento do TSH e hiperplasia da
tire6ide. Contudo, ao contréario da delecdo completa
do TRb1, o camundongo mutante apresentou uma
audicdo muito proxima ao normal, pelo menos para
algumas frequéncias, indicando que o mecanismo de
acdo do TR no ouvido interno deve ser diferente dos
outros tecidos (33).

Transporte dos Horm®énios Tireoideanos

Para exercer seu efeito, os HTs necessitam entrar nas
células. Por esse motivo, a magnitude das respostas
celulares é totalmente dependente da concentracdao
intracelular dos hormdnios tireoideanos, que, por sua
vez, esté relacionada ao transporte de T e T, ha mem-
brana plasmatica das células. O controle da entrada
e/ou saida de HT pode alterar sua concentracdo no
interior da célula e, assim, ser um ponto regulador para
sua acdo final (34,35).
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A importancia do transporte e da concentracdo
intracelular do HT como fator regulador de sua agdo
foi demonstrada em células derivadas de hepatoma de
rato que apresentavam resisténcia a acdo de T4 por ndo
0 acumularem em seu interior. A diminuicéo da con-
centracdo de Ty intracelular nestas células foi devida ao
aumento do seu efluxo pela membrana plasmatica (35).
Experimentos posteriores em células de tiredide de
ratos (FRTL-5), fibroblastos de camundongos (NI1H-
3T3) e em células primarias de atrio, ventriculo, rim e
placenta mostraram que, tanto o influxo quanto o
efluxo de HT, variam consideravelmente entre os diver-
sos tecidos (35-37). Além disso, o transporte de HTs
pode compensar a diminui¢do de seus niveis plasmati-
cos observada, por exemplo, em pacientes com insufi-
ciéncia renal cronica. Assim, hemacias de pacientes
urémicos apresentam aumento do influxo e diminuicdo
do efluxo de Tj, favorecendo, ao final, 0 acimulo do
horm&nio em seu interior (dados ndo publicados).

Recentemente, foi demonstrado que a hiperex-
pressdo de proteinas transportadoras do sistema L, que
estdo envolvidas no influxo de T; aumentam seu
influxo para o interior da célula e, conseqiientemente,
sua resposta transcricional. No sentido oposto, o blo-
gueio deste sistema, com inibidores especificos, reduz
a concentracdo intracelular de T, assim como sua a¢do
farmacoldgica sobre TR (34).

Em resumo, estes resultados demonstram niti-
damente a importancia do influxo e do efluxo na re-
gulacdo da concentragdo intracelular de HTs e, conse-
glentemente, na modulacdo de sua atividade trans-
cricional.

Mecanismo de Acdo dos Receptores dos
Horménios Tireoideanos
Conforme mencionado anteriormente, os efeitos do TR
na regulacdo da expressdo génica sdo inicialmente obti-
dos com a ligacdo do receptor a seqiiéncias de DNA
especificas, presentes na regido regulatéria dos genes
alvo. Essas regides sdao compostas pela sequéncia hexa-
nucleotidica “AGGTCA” (17,38,39), e podem estar
organizadas em trés orienta¢Ges diferentes: na forma de
repeticdo direta espacada por 4 nucleotideos quaisquer
(DR-4), ou na forma de palindromo invertido espagada
por seis nucleotideos quaisquer (F2), ou, ainda, na
forma de palindromo sem nenhum espacamento
(TREpal) (figura 5) (5). Aproximadamente 30 TRES
naturais ja foram identificados, sendo que a maioria é
DR-4, seguido pelo F2 e mais raramente o TREpal (3).
Na auséncia do horménio, os TRs se ligam ao
DNA na forma de mon6meros, homodimeros e, pre-
ferencialmente, como heterodimeros com o receptor
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RXR TR
— —
5 AGGTCA NNNNN AGGTCA 3’

RXR TR

— ———
5 TGACCT NNNNNN AGGTCA 3’

RXR TR
TREpal 5" AGGTCA TGACCT 3’
Figura 5. Elementos responsivos do receptor do hormdnio
tireoideano: repetigdes diretas (DR-4), palindromo invertido
(F2) e palindromo (TREpal). N indica o numero de
nucleotideos entre os hexameros.

RXR. A importancia fisioldgica da ligacdo de TR como
homodimero ainda ndo esté clara, principalmente na
ativacdo da transcricdo, pois, em ensaios de interacao
proteina DNA realizados in vitro (gel shift), foi
demonstrado que a adicdo de T, promove a dissoci-
acdo de homodimeros de TR favorecendo, subseqiien
temente, a formacdo de heterodimeros com o RXR
(5). Este efeito ocorre com muita nitidez no elemento
responsivo DR-4 (principal TRE encontrado nos
genes alvo), e em menor intensidade no palindromo
invertido. Em contraste, o T; ndo altera a ligacdo de
homodimeros de TR no palindromo (TREpal) (40).
Dessa forma, o T4 em concentrag8es fisiolégicas mo-
difica o equilibrio entre os TRs que se ligam ao DNA
como homodimeros e heterodimeros (5). A relevancia
destes achados na modulacdo da transcricdo pelo T,
ainda ndo esta clara. Entretanto, é possivel que novos
estudos sobre a importancia da dimerizacdo e a melhor
compreensao sobre a regido de dobradica possam con-
tribuir para a elucidacdo destes achados.

Com a ligacdo do horménio ao receptor, obser-
va-se a dissociacdo das proteinas correpressoras € a
associacdo com os co-ativadores que medeiam a esti-
mulacdo de genes alvos (figura 6) (41,3).

Co-reguladores: Correpressores e
Co-ativadores

Vérios estudos tém demonstrado que TR, na sua
forma de aporeceptor (ndo ligado ao T3), é capaz de
interagir com fatores de transcricdo como o TFIIB e
TFIID, que sdo componentes chaves da maquinaria de
transcricdo basal (31), podendo inibir a montagem do
complexo de pré-iniciacdo da transcricdo no promotor.
Desta forma, a interacdo do TR com 0s componentes
da maquinaria de transcricdo basal seria uma forma
que o TR utilizaria para mediar a repressao basal inde-
pendente de ligante (42). Por outro lado, o TR nédo
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Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de
acdo do receptor do hormdnio tireoideano: na auséncia
de T3, o TR se encontra ligado ao TRE como homodimero
(representado) ou heterodimero associado a proteinas cor-
repressoras, que compactam a cromatina na regiao pro-
motora e inibem a maquinaria de transcricdo basal (MTB).
A ligagéo do T3 (circulo) ao TR promove uma mudanca
conformacional, dissociando os homodimeros (TR/TR),
favorecendo a associacado de heterodimeros (TR/RXR). Esta
mudancga conformacional induz também a liberagao dos
correpressores e associacdo do TR com proteinas co-ati-
vadoras, que relaxam a cromatina na regido promotora e
recrutam a MTB, ativando a transcricido de genes alvo.

exerce esta fun¢do isoladamente, e varios estudos su-
gerem que sua associa¢do com proteinas correpressoras
sollveis é critica e fundamental para o TR reprimir a
transcricdo basal (3). Dois dos principais correpres-
sores para 0 TR s@o o NcoR (Nuclear Receptor Corre -
pressor), proteina de 270kDa (43), e 0 SMRT (silenc -
ing mediator of retinoic acid and thyroid hormone
receptor) (44). Tanto o NcoR quanto o SMRT sédo
capazes de interagir com o TR na auséncia de Tj,
tanto em solu¢do como quando o TR esta ligado aos
seus elementos responsivos. A intera¢do do correpres-
sor com TR ocorre por meio de uma a-hélice do cor-
repressor que contém a sequéncia de consenso
LXXXIXXX(1/L) (onde L corresponde ao aminoacido
leucina, 1 ao aminoacido Isoleucina e X a qualquer
outro aminoécido) (45,46). O SMRT possui duas
destas seqiiéncias, j& o NcoR possui 3, duas delas
homoélogas as do SMRT e uma terceira recentemente
descoberta especifica para o TR, justificando a maior
afinidade do TR pelo NcoR (47). Os correpressores
NCoR e SMRT, por sua vez, sdo capazes de interagir
com outros repressores como as histonas des-acetilases
(HDAC:S), formando um complexo de correpressores
(3,19,31). Cada componente deste complexo é impor-
tante para a repressdo génica, pois a utilizagdo de anti-
corpos direcionados para cada um dos seus compo-
nentes NCoR-Sin3-HDAC provoca a perda da
repressdo da transcricdo (figura 7) (31).
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Fatores dé
transcricao

TRE Promotor

Figura 7. Modelo de repressao da transcricao pelo receptor
do hormonio tireoideano na forma de homo (TR-TR) ou he-
terodimero (RXR-TR) na auséncia do ligante (T3). O TR liga-
do as regides regulatérias de genes-alvo recruta um com-
plexo correpressor, que des-acetila as histonas na regiao
promotora. A des-acetilacdo das histonas compacta a
cromatina e impede a organizagao dos fatores de trans-
cricao basal, reprimindo, assim, a transcricéo.

A presenca das HDACs no complexo correpres-
sor sugere que a repressdo seja mediada pela des-aceti-
lacdo das histonas presentes na regido promotora, pos-
sivelmente porque a histona acetilada torna a cromati-
na mais condensada, restringindo o acesso das fatores
de transcri¢do basal ao DNA (3).

A importancia da repressdo que ocorre na
auséncia do ligante é mais clara quando observamos os
resultados reportados em camundongos com delecédo
da PAX8, uma proteina responsavel pelo desenvolvi-
mento da tiredide. Estes animais morrem logo apds o
nascimento por hipotireoidismo severo. No entanto, a
adicdo da dele¢do do TRa aos animais com delecéo da
PAX8 promove um aumento significativo da sobrevi-
da, demonstrando que o TRa, sem estar ligado ao T,
€ um repressor da transcri¢do e esta repressao tem sig-
nificado bioldgico (25).

A ligacdo do T4 ao TR provoca mudangas con-
formacionais na estrutura do receptor, favorecendo a
dissociacdo do TR com os correpressores (48), segui-
da da interacdo com proteinas co-ativadores (49). O
TR se interage com os co-ativadores da familia p160
(proteinas cujo peso molecular é da ordem de 160kD).
Estes co-ativadores ndo sdo especificos, associam-se
com varios outros membros da superfamilia dos recep-
tores nucleares e exercem seu efeito ativando a trans-
cricdo na presenca do ligante. Esta associacdo é feita
pela interacdo de um segmento de a-hélice de seqiién-
cia LXXLL (onde L corresponde a leucina e X a qual-
guer aminoacido) presente na regido central do co-ati-
vador, com a superficie AF-2 dos receptores nucleares
(3,50,51). Cada co-ativador possui 3 cépias desta
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sequéncia LXXLL e existem evidéncias de que dife-
rentes receptores nucleares interagem com LXXLL
distintos (3,19,20).

Os principais componentes da familia p160 sdo
o Co-ativador de Receptores Esterdides 1 (SRC-
1/NCoA1l) (52), o Fator Transcricional Intermediario
2 (TIF2/GRIP1/SRC-2/NCo0A2) (53), e o ativador
dos receptores de hormdnio tireoideanos e do &cido
retindico (ACTR/pCIP/AIB1/RAC3/TRAM-1/
SRC-3/NCo0A3) (54). Como a nomenclatura destas
proteinas é complexa e vérias delas contém mais de um
nome, as diversas denominac¢des encontradas na lite-
ratura foram incluidas e separadas por uma barra.
Desta forma, SRC-1/NcoAl representam a mesma
proteina (SRC-1 ou NcoA1l).

A existéncia de multiplas proteinas co-ativado-
ras p160 sugere uma redundéncia funcional ou indica
que cada um dos co-ativadores poderia apresentar uma
funcéo especifica. Na realidade, as duas situagdes pare-
cem existir. Camundongos com delecdo do gene de
SRC-1 apresentam resisténcia parcial aos horménios
esterdides (55) e ao T3 (56). Por outro lado, associa-
do a delecdo de SRC-1, foi observado um aumento
compensatério da expressdo de TIF-2, sugerindo um
redundancia parcial entre as proteinas da familia dos
co-ativadores (55). No entanto, é interessante obser-
var que recentemente foi descoberto um novo co-ati-
vador especifico para 0 TR e RXR, o NRIF3 (nuclear
receptor-interacting factor 3), que ndo ¢ capaz de inte-
ragir com nenhum outro receptor nuclear e ndo possui
nenhuma homologia com os outros co-ativadores ja
descritos (57). A importancia deste co-ativador na
modulacdo especifica do hormdnio tireoideano ainda
ndo esta totalmente definida.

Os co-ativadores, por possuirem atividade histona
acetil transferase (HAT), estimulam a transcricdo ao ace-
tilarem as histonas (3,19,20). A hiperacetilacdo das his-
tonas relaxa a cromatina e facilita o acesso dos fatores de
transcricdo basal ao promotor do gene alvo, estimulando
a atividade transcricional. Ademais, co-ativadores sdo
capazes de acetilar outras proteinas além das histonas,
como o fator de transcricdo p53 e fatores de transcricdo
basal como TFIE-TFIIF que poderiam contribuir para
0 aumento da atividade transcricional (figura 8) (31).

Dimerizag&o do Receptor do Hormdnio
Tireoideano

J4 estd bem documentado que a formacdo de he-
terodimeros entre TR e RXR aumenta a ligagdo do
receptor ao DNA, tanto in vitro como in vivo, e esti-
mula a transcricdo génica. Geralmente, quando o0 RXR
esta dimerizado com VDR, TR ou RAR em DRs, 0
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TRE Promotor

Figura 8. Modelo de ativagao da transcricdo pelo receptor
do horménio tireoideano: a ligagdo do T3 ao TR modifica
sua estrutura conformacional, desfazendo sua interacéo
com o correpressor. O TR passa, a seguir, a interagir com o
complexo de co-ativadores, acetilando histonas e relaxan-
do a cromatina na regido promotora. Estas modificagcdes
permitem a organizacdo da maquinaria de transcricao
basal e ativagao da transcricao.

complexo formado ndo responde ao ligante do RXR, e
é por esta razdo que o RXR é considerado um parceiro
silencioso. Isso ocorre porque o TR induz uma alte-
racdo alostérica no LBD do RXR, que o impede de se
ligar ao acido 9-cis-retindico (3,5,10).

Os receptores nucleares contém duas regides
independentes para a dimerizacdo, uma no LBD e
outra no DBD. Acredita-se que a dimerizacdo ocorra
em dois estagios, um entre os LBDs, ainda quando os
TRs estdo em solucdo e o segundo entre os DBDs,
apos a ligacdo dos TRs ao DNA (10,58-60). Na asso-
ciacdo entre os heterodimeros TR/RXR em DR-4, 0s
aminoéacidos do segundo dedo de zinco do RXR asso-
ciam-se com 0s aminoacidos do primeiro dedo de
zinco do TR, adotando uma conformacgdo onde o
RXR se liga no hexamero AGGTCA situado na regido
5" e 0 TR se liga no hexdmero AGGTCA situado na
regido 3’ (22,61).

Recentemente, utilizando mutagdes nos aminoa-
cidos na superficie do LBD do TR, Ribeiro e cols. iden-
tificaram um ndcleo de aminoécidos hidrofobicos nas
hélices 10 e 11 do receptor que esta envolvido na
dimerizacdo do TR. Os resultados mostraram que uma
mesma superficie no LBD é empregada para a dime-
rizacdo do TR em DR-4 e F2, indicando que a homo-
dimerizacdo ou heterodimerizacdo nestes TREs inde-
pende da orientacdo e espacamento dos hexadmeros
AGGTCA. Entretanto, no palindromo TREpal, nenhu-
ma mutacdo foi capaz de impedir a homodimerizacao
do TR, sugerindo que, neste elemento, a banda com-
posta por supostos “homodimeros” é, na verdade, cons-
tituida por dois mondmeros. Além disso, este estudo
mostrou que, dos aminoacidos hidrofébicos envolvidos,
aleucina 422 (L422) do LBD do TRb; € o residuo que
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cumpre um papel critico tanto para a homo como para
a heterodimerizacdo do TR (62). Mais recentemente,
observamos em células U937 que a mutagdo da leucina
422 por arginina (L422R) diminui em aproximada-
mente 50% a atividade transcricional do TR no elemen-
to responsivo DR-4, e praticamente extingue a trans-
cricdo no elemento responsivo de palindromo invertido.
J4& no elemento responsivo TRE-pal, esta mutacdo
aumenta a atividade transcricional do TR (dados nao
publicados). Estes resultados sugerem que é possivel
gue os homodimeros exercam um papel na atividade
transcricional induzida pelo T (dados ndo publicados).

Em solucdo, o TR parece utilizar outras super-
ficies para se homodimerizar, pois ja foi observada a
presenca de tetrAmeros de TR em solugdo. Alem disso,
a adicdo de T3 promove a dissociacdo dos tetrdmeros
e aumenta a formacao de dimeros (dados ndo publica-
dos). E possivel que esses tetrdmeros de TR apresen-
tem uma organizacdo semelhante a do RXR que, em
solucédo, pode-se organizar como dimeros, sob a forma
de um U onde os DBD estdo orientados de frente um
para o outro, formando um angulo de 10° associados
com uma extensa area de interface dos LBDs, ou ainda
podem estar agrupados como de tetrdmeros, sob a
forma de X (63).

A Regiéo de Dobradica

Considerando que o modelo atual de dimerizagdo su-
gere que residuos idénticos no LBD-TR estdo envolvi-
dos na homodimeriza¢do ou heterodimerizagdo do TR
com o RXR (62), e que tanto o homo quanto o he-
terodimero ligam-se aos diferentes elementos respon-
sivos (DR-4, F2 e TREpal) independentemente da ori-
entacdo das bases AGGTCA, € necessario que os DBDs
girem em até 180 graus em rela¢do aos LBDs. Para isto,
a regido que conecta 0 DBD ao LBD deve atuar como
uma dobradica, permitindo a realizacdo deste movi-
mento de rotacdo (figura 9) (8,10,21,41,64).

Esta hipotese, apesar de amplamente aceita por
varios grupos de pesquisadores, ndo foi ainda confir-
mada, assim como ndo se conhecem ao certo que
aminoacidos comp8em a regido de dobradica. Com a
determinacdo da primeira estrutura cristalografica do
LBD do TRal de rato (23) e, mais recentemente, do
LBD do TRb1 humano (24), foi sugerido que a regido
de dobradica seria correspondente a alca composta de
6 aminoéacidos (209 a 214 - GHKPEP) que separa a
a- hélice carboxi-terminal do DBD da a-hélice amino-
terminal do LBD (24). No entanto, estudos com TRs
mutantes realizados em nosso laboratério ndo confir-
maram esta regido como sendo a de dobradica, visto
que a delecdo deste segmento ou a substituicdo destes
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Figura 9. Modelo da ligagcdo do TR aos diferentes elemen-
tos responsivos: o TR se dimeriza (homo ou heterodimero)
através da interface de dimerizagdo presente no dominio
de ligagcao ao ligante (LBD). Este dimero se liga ao DNA
através do dominio de ligagdo ao DNA (DBD). O LBD esta
ligado ao DBD por uma regido conectora (Hinge). Para
que o DBD possa se ligar aos TREs em diferentes orientagoes
€ necessario que a regido conectora tenha flexibilidade
para permitir rotagcdes entre o DBD e LBD de até 180 graus,
funcionando como uma dobradica.

aminoéacidos por prolina, que a torna rigida, ndo mo-
dificou a capacidade do TRbl1l em se ligar aos dife-
rentes elementos responsivos, assim como ndo alterou
sua capacidade de ativar a transcricdo em DR-4, F2 ou
TREpal (dados ndo publicados).

Estrutura Cristalografica do LBD e sua Funcéao
na Acao do TR

Até o momento, a estrutura cristalografica dos recep-
tores nucleares foi determinada para o dominio do
LBD e para o DBD separadamente. A estrutura com-
pleta de qualquer receptor nuclear ainda néo foi defini-
da, em virtude das dificuldades técnicas de se expressar
e cristalizar todos os dominios simultaneamente. Em
relacio ao TR, o LBD é funcionalmente complexo,
executando vérias atividades, incluindo a ligacdo ao
horménio, dimerizacdo do receptor e interacdo com
correpressores e co-ativadores, ou seja, repressdo da
transcricdo no estado de apo-receptor e ativacdo indu-
zida pelo horménio. A estrutura cristalografica de
muitos LBDs de receptores nucleares, incluindo a do
TRal de ratos e TRb1 humano, é muito similar. O
LBD do TR é composto por 12 a-hélices (H) e 4 fo-
Ihas b (S) organizadas em 3 camadas (figura 10b)
(23,65). A camada central contém o horménio aloja-
do em seu interior hidrofébico e 4 a-hélices antipara-
lelas H5-6, H9 e H10. As a-hélices H1, H2, H3, H4,
e S1 formam uma das faces do LBD, e as a-hélices H7,
H8, H9, H11 e H12 formam a face oposta (23).
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Figura 10. Cristais de LBD de TRb1 humano (a) e sua estrutu-
ra cristalografica (b). (a) O LBD do TR foi cristalizado a 4°C,
em tampao contendo 70mM de cacodilato de sédio pH
7,7 e 1,AM de acetato de sédio. (b) Demonstracdo das a-
hélices e das fitas b que compdem o LBD em presenca do
hormoénio, que se aloja no centro da proteina. Obser-
vagoes: HO hélice representa a ultima hélice do DBD. H2 e
S2 ndo sdo visualizadas. A cristalizagcao e determinacéo da
estrutura do TRb foi realizada pelo Grupo de Cristalografia
de Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de Fisica de
S&o Carlos, Universidade de Sao Paulo.

Nesta estrutura, o ligante se aloja na cavidade
localizada no interior do LBD. A parte superior desta
cavidade é composta por segmentos da H5-6, a parte
inferior por partes das H7, H8 e pelo looping entre
estas duas hélices. Ja as laterais sdo formadas por seg-
mentos da H2, H3, H11, H12 e pelo looping entre S3
e S4 (23). O volume da cavidade é de 600A, ou seja,
um valor suficiente para alojar os 530A do horménio.

A importancia do conhecimento da estrutura
cristalografica do TR foi fundamental para a com-
preensdo do seu mecanismo molecular da acdo. Desse
modo, utilizando-se a estrutura cristalogréafica, foi pos-
sivel realizar uma série de mutacdes pontuais nos
aminoécidos que se encontram na superficie do LBD
do TRbl humano (hTRbl), que levaram a identifi-
cacdo da superficie de interacdo do TRb1 com os co-
ativadores. Como estas mutacdes foram posicionadas
somente na superficie do TR e ndo em seu interior, a
estrutura global do TR nédo foi rompida, e as alteracdes
na funcdo que por ventura apareceram foram
secundarias a perda da funcdo exercida pelo aminoéci-
do mutado. Neste estudo, Feng e cols. demonstraram
a participacdo da hélice 12, e de residuos da hélice 3 na
interacdo com co-ativadores. Esta regido de interacdo
com co-ativadores consiste em uma pequena superficie
composta por residuos das hélices 3, 5, 6 e 12, pois
mutacdes pontuais nestas hélices impedem a ligacdo
dos co-ativadores ao LDB do TR, que, conseqliente-
mente, perde sua capacidade de ativar a transcricdo
pelo T (66).

Considerando que, por dificuldades técnicas
envolvidas na cristalizacdo, a estrutura do TR na
auséncia do hormonio ainda néo foi determinada. Por-
tanto, as alteragdes conformacionais induzidas pelo
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ligacdo do horménio ao TR ndo foram ainda determi-
nadas com precisdo. Por este motivo, para se ampliar o
conhecimento sobre as potenciais mudangas confor-
macionais do TR na presenca e na auséncia do ligante,
a estrutura critalogréfica do TR ligado ao horménio
foi comparada com a do RXR humano, sem este estar
ligado ao &cido 9-cis-retindico (67). Esta comparacdo
revelou que a maioria das hélices do TR e RXR podem
ser sobrepostas, e a principal alteracdo conformacional
observada com a presenga do hormoénio ligado ao TR
esta na hélice 12. Quando o receptor nuclear esta sem
o ligante, a hélice 12 encontra-se aberta e, com a liga-
¢do do hormdnio ao receptor, estd hélice encontra-se
dobrada sobre o corpo do receptor. Conseqliente-
mente, neste modelo, a superficie de interacdo com o
co-ativador é formada quando a hélice 12 se fecha
sobre o LBD (3,41).

Repressdo da Transcricdo Mediada pelo
Hormé®nio Tireoideano

Apesar da ativagdo da transcricdo regulada por T; estar
mais bem definida, o horménio tireoideano também
reprime a transcricdo de varios genes, entre eles um
dos mais importantes sdo 0s genes que codificam o
Hormdnio Liberador de Tirotropina (TRH) e o hor-
modnio estimulante da tireéide (TSH) (31,68,69).
Através do mecanismo de feedack, o T; regula negati-
vamente a atividade transcricional destes genes via ele-
mentos responsivos negativos (nNTRES) (70). Diferen-
temente dos elementos responsivos positivos (pTRES),
uma seqiiéncia consenso para 0s NTRES ainda néo foi
estabelecida. Porém, existem evidéncias de que 0s
genes alvos podem adotar mecanismos distintos para
este tipo de repressdo, e que uma interagdo TR-DNA
nao seja absolutamente necessaria para a repressdo pelo
T,. No caso dos genes TRH, TSHa e TSHb, observa-
se que a transcricéo é suprimida pelo T e ativada pelo
TR quando este ndo esta ligado ao T;. Ademais, é
interessante observar que, de maneira oposta ao que
ocorre na ativagcdo da transcricdo, existem evidéncias
de que os correpressores estdo envolvidos na ativagao
da transcricdo por TR sob forma de apo-receptor (68),
e 0s co-ativadores na repressao induzida pelo TR liga-
do a T, Desta forma, mutantes de TR que ndo se
interagem com moléculas correpressoras apresentam
reducdo da ativacdo da transcricdo dos genes TRH e
TSH na auséncia do hormonio, e a super-expressdo de
NCoR e SMRT provoca o efeito contrario. Além dis-
to, camundongos com dele¢do do gene que codifica o
co-ativador SRC-1 apresentam resisténcia a supressao
da sintese e secrecdo de TSH pelo T; (31). Neste mes-
mo sentido, muta¢gBes no TR que impedem a ligacdo
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do TR com proteinas co-ativadoras p160 suprimem a
repressdo mediada pelo T3 no promotor do TSHa,
mas ndo impede a ativacdo da transcricdo mediada pelo
TR sem estar ligado ao T; (68).

Para a regulacdo da atividade do promotor do
TSHa, no qual o TR néo se liga diretamente ao DNA,
0 TR, em solu¢do e ndo ligado ao T, recruta os cor-
repressores que, por sua vez, sequestram as histonas
de-acetilases (HDAC) que reprimem a transcri¢do. O
seqlestro destas de-acetilases ndo permite a conden-
sacdo da cromatina, favorecendo a ativacdo da trans-
cricdo. Posteriormente, com a ligacdo do T5 ao TR,
ocorre a dissociacdo do complexo correpressor/
HDAC e TR, que agora passa a recrutar co-ativadores
que seqlestram as histonas acetilases (HATS) e outros
fatores de transcricdo que relaxam a cromatina. Con-
seqUentemente, a auséncia de co-ativadores e HATS
acaba por favorecer a repressdo dependente de ligante
(68). Na repressdo da transcricdo que ndo envolve a
associacdo do TR ao DNA, o TR pode se interagir
com outras proteinas que estdo ligadas diretamente ao
DNA, como, por exemplo, o complexo AP-1 (com-
posto pelo dimero de c-fos e c-jun) (71).

Importancia da Estrutura no Desenvolvimento
de Agonistas e Antagonistas de TR

Muitos dos efeitos farmacoldgicos dos THs poderiam
ser utilizados no tratamento de patologias ndo rela-
cionadas & tiredide, como, por exemplo, a hiperlipi-
demia e obesidade (5,72). No entanto, o TH néo ¢ uti-
lizado no tratamento destas condicBes, porque os efei-
tos benéficos sdo acompanhados pelo aparecimento de
efeitos colaterais importantes, como, por exemplo, ta-
quicardia e arritmias atriais. Logo, analogos do HTs,
que promovam os efeitos desejaveis sem induzir as acdes
deletérias, seriam de grande interesse na area médica.

Como a distribuicdo e a funcdo das duas isofor-
mas de TR (TRa e TRb) sdo, em grande parte, distin-
tas e tecido especificas, 0 desenvolvimento de analogos
seletivos para TRb1l, que atuam predominantemente
no metabolismo e sdo mais expressos no figado e
muito pouco no cora¢do, podem se constituir uma
nova classe de medicamentos para o tratamento por
exemplo da obesidade, hipercolesterolemia e niveis
elevados de lipoproteina (73).

O conhecimento da estrutura das isoformas a e b
do TR permitiu o desenvolvimento de alguns agonistas
seletivos para TRb, como, por exemplo, 0 GC-1 e 0 KB
141. Em ratos com hipotiroidismo, GC-1, que possui
uma afinidade 10 vezes maior para TRb1l que TRa,
reduziu os niveis de colesterol e de TSH sem modificar
a freqiiéncia cardiaca (74,75). O mesmo foi observado

Arq Bras Endocrinol Metab vol 48 n° 1 Fevereiro 2004

com o KB-141, que se liga & isoforma TRb 14 vezes
melhor do que & TRa. KB-141 diminuiu os niveis de
colesterol plasmaticos em camundongos, ratos e pri-
matas sem causar a taquicardia observada nos animais
tratados com T;. Os resultados sdo animadores, pois,
em primatas, o0 KB-141 diminuiu o colesterol em 35%,
a lipoproteina (a) em 50% e 0 peso corpbéreo em 7%,
apos somente uma semana de tratamento (73).

Os analogos TRb1 seletivos também sdo Uteis na
defini¢do das isoformas envolvidas nas diversas fungdes
do HT. Desta forma, com a utilizacdo de GC-1, foi
possivel demonstrar que a termogénese e a perda 6ssea
induzida por T3 é mediada mais especificamente por
TRa com pouca participagdo do TRb (76,77).
Todavia, 0 interesse ndo reside somente nos agonistas
seletivos, o desenvolvimento de antagonistas do TR
podem ser de grande utilidade para o tratamento do
hipertiroidismo, principalmente durante os episodios
de tireotoxicose quando, em funcdo da meia-vida longa
dos horménios tireoideanos, os efeitos benéficos da
inibicdo da sintese de HT néo sdo obtidos rapidamente.
Aliando o conhecimento da relacdo entre estrutura e
funcdo, que mostra a importancia da aproximacao da
hélice 12 sobre o corpo do TR para o recrutamento de
co-ativadores e ativacdo da transcricdo, o antagonista
do TR deve ser capaz de inserir-se na cavidade ocupa-
da normalmente pelo T e possuir uma extensdo que
impeca a movimentacdo da hélice 12. Utilizando-se
dessa estratégia, pesquisadores da Universidade da
Califérnia, S&o Francisco, desenvolveram o NH-3, um
antagonista de TR que se mostrou efetivo tanto em
ensaios in vitro como in vivo (78).

Sindrome de Resisténcia ao Horménio
Tireoideano
A sindrome de resisténcia ao horménio tireoideano
(RTH-resistance to thyroid hormone) é caracterizada
pela resisténcia & a¢do do Tj, resultando, frequente-
mente, em sinais de hipotireoidismo ou eutireoidismo
associado a de hipertiroidismo (79). Os individuos néo
tratados freqlientemente mantém um estado metabdli-
co normal as custas de altos niveis de horménio
tireoideano circulante mantidos pela elevacdo na
secre¢do de TSH. Entretanto, essa compensacdo pa-
rece ser varidvel entre os diversos pacientes. Algumas
caracteristicas clinicas comuns a RTH sdo bdcio, retar-
do mental, déficit de atencdo, taquicardia, crescimen-
to e maturacdo dos 0ssos alterados e problemas de
audicdo (29,80-82).

A maioria dos pacientes possui resisténcia gene-
ralizada envolvendo os tecidos periféricos e a hipdfise.
Entretanto, existem pacientes com resisténcia pitui-
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taria ao hormonio tireoideano e responsividade peri-
férica normal (29).

Ap06s a clonagem dos TRs, demonstrou-se que a
resisténcia ao HT esta relacionada ao gene TRb. Até o
presente, ndo ha qualquer caso de mutaces no TRa.
Desde entdo, indmeros estudos relataram que os indivi-
duos afetados sdo heterozigotos para mutagdes no gene
TRb, condizentes com o0 modo de heranca dominante
encontrado nesta doenca (83,84). A expressao “domi-
nancia negativa” é freqientemente utilizada para carac-
terizar esta sindrome, para justificar o fato de que a pro-
teina codificada pelo alelo afetado inibe a funcédo da pro-
teina normal. Quase todas as mutacBes presentes na
RTH estdo agrupadas em trés regiGes principais ou
hotspots no LBD. Estas muta¢des alteram uma ou mais
caracteristicas funcionais do receptor, principalmente a
afinidade pelo T; e a ligagdo com co-reguladores (pro-
teinas co-ativadoras ou co-repressores) (3,5). Entretan-
to, estas mutacBes geralmente preservam a capacidade
do TR para se ligar ao DNA e formar homo e he-
terodimeros (3,29,80,81).

O mecanismo molecular envolvido na domi-
nancia negativa exercida pelo TR mutado parece ser
multiplo. Como os mutantes para TRb sdo transcri-
cionalmente inativos, eles podem inibir o TR normal
por competirem pela ligacdo ao TRE. Neste sentido,
Nagaya e cols. observaram gque mutag¢des introduzidas
no DBD do alelo mutante as quais impediam a sua
ligagdo ao DNA atenuavam a atividade dominante
negativa (85). Além disto, foi demonstrado que 0s
TRs dominantes negativos se interagem com maior
afinidade aos correpressores, de forma que a ligacdo do
horménio ndo promoveria a dissociacdo do correpres-
sor e impediria a ativacdo da transcricdo (86).

Mais recentemente, observamos que a dime-
rizacdo também esta envolvida no mecanismo molecu-
lar envolvido com o efeito dominante negativo, uma
vez que o efeito dominante negativo do TR G345R ou
F451X (mutac@es descritas na RTH) é atenuado quan-
do se acrescenta a mutacdo (L422R), que impede a
dimerizacdo do receptor (dados ndo publicados).

Acdes Ndo Gendbmicas do Hormbnio
Tireoideano

Né&o existem davidas quanto ao fato de que a maioria dos
efeitos dos HTs ocorre via regulacdo transcricional de
genes regulados pelo TRa ou TRb. Entretanto, existem
vérias evidéncias de que os HTs, incluindo o0 T3 e Ty,
podem exercer alguns de seus efeitos via mecanismos ndo
gendmicos, pois sdo efeitos que ocorrem em fracdes de
segundos e ndo sdo inibidos pela adicdo da ciclohexami-
da, substancia que bloqueia a sintese protéica. Por esta
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via, 0s HTs ativam cinases, calmodulina, captacéo de gli-
cose em Varios tecidos e modulagdo do transporte de cal-
cio. Este efeito pode estar localizado na membrana plas-
matica ou na mitocéndria (87). Mais recentemente, por
exemplo, foi demonstrado que T,, de forma mais inten-
sa que T, ativa a cascata de sinalizagdo da MAP cinase
(mitogen-activated protein kinase), que, por sua vez, fos-
forila TR em residuos de serina localizados no DBD
(88). O achado de que o efeito do T, foi maior do que
0 de T5 sugere que os receptores de membrana s8o estru-
turalmente diferentes dos receptores localizados no
nucleo. No entanto, a importancia fisiolégica destes
achados ainda ndo é totalmente conhecida.
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