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Introdução: A Síndrome de Resistência ao Hormônio Tireoidiano (SRHT) é uma doença rara, descrita por Refetoff, DeWind e DeGroot em 1967 em dois irmãos frutos de um casal consanguíneo que apresentavam manifestações clínicas sugestivas de hipotireoidismo; entretanto, os exames laboratoriais apontavam excesso de hormônios tireoidianos (HT). Desde então foram identificados mais de 3000 indivíduos em mais de 1000 famílias, o que resultou na descrição de mais de 170 mutações no gene do receptor do hormônio tireoidiano (TR). A SRHT caracteriza-se bioquimicamente por elevação de HT e concentrações não suprimidas de TSH. Os principais dados clínicos são bócio e taquicardia. Em 85% dos casos relaciona-se a mutações do gene THRB, que codifica a isoforma beta do TR (TRβ). Na quase totalidade dos indivíduos, a herança é do tipo autossômica dominante. O TR mutante pode apresentar menor afinidade ao T3 e/ou interação anormal com complexos coativadores (CoA) e correpressores (CoR) necessários para efetuar suas ações ou, ainda, interferência com ações de TRs normais, fenômeno denominado efeito dominante negativo. Na Divisão de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (HCFMRP-USP) foram diagnosticados e estudados do ponto de vista molecular 16 indivíduos com SRHT, oriundos de oito famílias. Foram encontradas seis mutações em regiões hot spots dos exons 9 e 10 do domínio de ligação ao ligante (LBD) do TRβ, das quais duas são inéditas na literatura, as mutações 991 A>C e 1037 T>G. O objetivo deste estudo é validar as novas mutações encontradas por meio do estudo funcional dos receptores mutantes.

Materiais e Métodos: produzimos artificialmenteas mutações a serem estudadas, por mutagênese sítio-dirigida, em plasmídeos pCMX-TRβ1 que já continham o gene nativo THRB. A seguir, fizemos a transfecção com genes repórter de células HEK com os plasmídios com THRB nativo ou mutante. Os genes repórter continham o gene da luciferase a montante das principais regiões promotoras de genes-alvo do T3. Subsequentemente, fizemos o tratamento das células com diferentes concentrações de T3 e medimos indiretamente a transcrição gênica do por meio da leitura de luciferase no duplo ensaio de luciferase (DLR), em que são lidas subsequentemente a quimioluminescência produzida por duas formas distintas de luciferase, a Firefly Luciferase (Fluc) e a Renilla Luciferase (Rluc), esta última utilizada como repórter controle para normatizar as reações. 

Resultados: nos ensaios com DLR houve queda na leitura de luciferase nas células cotransfectadas com pGL3-DR+4, que continham DNA plasmidial mutante com relação àquelas com DNA plasmidial selvagem, bem como a redução da supressão do sinal de luminescência nas células cotransfectadas com TRH-luc

Discussão: nossos resultadossugerem que as mutações estudadas causam prejuízo funcional significativo na transativação dependente do ligante, tanto na ativação quanto na inibição da transcrição dos genes-alvo do T3. Podemos hipotetizar, portanto que as mutações estudadas causariam resistência à ação do T3, tanto em nível “central”, em região hipotalâmico-hipofisária, onde que há predomínio de funções inibitórias dos HT, quanto em nível “periférico”, em tecidos nos quais os HT tem ações predominantemente de estímulo à transcrição dos genes-alvo, embora tal categorização tenha caído em desuso atualmente. Embora ambas as mutações tenham demonstrado prejuízo na transativação, a mutação 1037T>G demonstrou ser mais danosa neste parâmetro avaliado. Na mutação 991A>C, parece haver certa recuperação de função frente a altas concentrações de T3, enquanto na mutação 1037T>G a transcrição permanece significativamente diversa com relação ao TR selvagem. Nossos próximos passos serão o Ensaio de Deslocamento de Mobilidade Eletroforética (EMSA; em andamento), que avalia a interação do TR mutante com as principais regiões promotoras dos genes-alvo, e as reações de binding, que avaliam a ligação do TR ao seu ligante T3.
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