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1. LISTA DE ABREVIATURAS

[125I]T 3- 3,5,3-triiodo-L-tironina radiomarcada cotf]

BOD - Camara Climatica

BSA - Albumina sérica bovina

CHO - “Chinese Hamster Ovary” - células de ovério de st@mChinés

CMV - Citomegalovirus

COS-7- Células de rim de macaco africano

CTBP - Proteina citosélica ligante dg, Também p38CTBP, u-Crystallin, CRYM.
DMSO - Dimetilsulfoxido

DR4 - Sequéncia correspondente a repeticdo direta ds&iseigq AGGTCA espacada por 4
nucleotideos

D-T3-3,5,3'- triiodo-D-tironina

D-T4-3,5,3'5,-triiodo-D-tironina

DTT - Ditiotreitol

EC50 - Concentracdo molar do agonista onde se obteve endgarksposta maxima.
EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

F2 - Sequéncia correspondente a um palindromo inveltadseqiéncia AGGTCA
GH3 - Linhagem celular tumoral de pituitaria de rato

GRIP1 - Proteina-1 de interacéo ao receptor glicocorteoid

GST - Enzima glutationa-S-transferase

GST SRC1- Co-ativador SRC1 fusionado a GST
GST TR - Receptor do hormonio tireoideano fusionado a GST
GST-SMRT - Co-repressor SMRT fusionado a GST

HDACSs - Desacetilases de histonas

HEK 293 - células de linhagens de rim embrionario humano



HT - Hormonios Tireoideanos

L-T 3- 3,5,3'-triiodo-L-tironina (T3)

L-T 4 - 3,5,3'5'-tetraiodo-L-tironina (T4)

MCT - “Monocarboxilates Transporters”- transportadoresrebnocarboxilatos.
NAD - Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada)

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma redugida

NADP - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (folmmedada)

NADPH - Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (fomeduzida)
N-COR - “Nuclear Receptor Corepressor” Co-repressor dospteres nucleares
N-COR - Co-repressor de receptor nuclear

OCD - Ornitina-ciclodeaminase

PAL - Sequéncia correspondente a um palindromo da seqUEGGTCA
PBS- Solucéo tampéo fosfato

pcDNA-CTBP - Vetor de expressao da proteina CTBP

pCMX - Vetor de expressao que possui 0os promotores T7X% CM

pGEX - Vetor para expressao de proteina de fusdo com GST

IT3- 3,5,3-triiodo-L-tironina - T-reverso

RXR - Receptor do acido 9-cis-retindico

SDS-PAGE- Eletroforese em gel de poliacrilamida desnatureaite SDS
SFB- Soro fetal bovino

SMRT - “Silencing Mediator of Retinoic and Thyroid Recefite Mediador do silenciamento
do receptor do &cido retindico e do receptor dondmio tireoideano

SRC-1- Co-ativador do receptor de esterdide 1.
T3- 3,5,3-triiodo-L-tironina
T4-3,5,3",5'-tetraiodo-L-tironina

T7 - Bacteriofago T7

TBG - Globulina ligadora de hormonios tireoideanos



Tg - Tireoglobulina

TPO - Tireoperoxidase

TR - Receptor do hormonio tireoideano

TRE - Elemento responsivo ao hormonio tireoideano

TRE-DR4-luc - Sequéncia do TRE-DR4 controlando o gene da luci¢era
TRE-F2-luc - Sequéncia do TRE-F2 controlando o gene da lucieras
TRE-PAL-luc - Sequéncia do TRE-PAL controlando o gene da luaster
TRH - Hormonio liberador de TSH

TRH-LUC - Sequéncia do promotor TRH controlando o gene dé&hase
TRIAC - Acido 3,3',5-triiodotiroacético.

TRIS - Hidroximetil Amino Metano

TRp1- Receptor do hormdnio tireoideano (isoforfiig

TSH - Hormonio estimulador da tiredide



2. RESUMO

Introducdo: A importancia das proteinas citoplasmatica na ac@jat, estoque e
translocagdo nuclear dos hormdnios tireoideanos daainé pouco conhecida.

Além do mais, a relacdo da proteina citosolicanligade & de 38kDa (p38CTBP ou

simplesmente CTBP) com transporte nuclear gee Transcricdo génicazTmediada € ainda
controversa. O objetivo deste estudo foi investagauncao da CTBP na ativagao do receptor de

hormonio tireoideano (TR) mediada pay. T
Métodos: Curvas dose resposta dgfdram realizadas em células CHO co-transfectadas

com os plasmideos expressandd3TRCTBP ou o gene da enzima luciferase controlado p
promotor do TRH e elementos responsivos ao hormin@oideano (DR4, F2, PAL). Ensaios
de transporte celular total e nuclear foram redtzaem células CHO transfectadas ou ndo com
CTBP. Uma vez que a CTBP pode estar localizada weo, nés também medimos as
interacdes da CTBP com TR e proteinas co-reguladaimcomo SMRT, SRC1.

Resultados: A hiper-expressao de CTBP aumentou a captagé&zaiaTﬁ, 61,6:9,4
cpmig de proteina em células controle para 1H54367 cpmilg de proteinap<0,05). Em
ensaios de gene reporter, a co-tranfeccdo de CuiBlerdou a ativacdo maxima do TR no TRE-
PAL em 42%. Além disso, a alta expressédo de CTBRd&nlas CHO aumentou o EC50 do T3
no TRE-DR4 em 5,5 vezes. Por outro lado, no TREeR2omotor do TRH, um gene regulado

negativamente pelosJ'a co-transfeccdo da CTBP néo alterou a ativagaepressao mediada
por T3, respectivamente. De modo interessante, os endai@ST pull-down mostraram que a
CTBP interagiu diretamente vitro com GST-TB1 e GST-SMRT, mas ndo com GST-SRC1
Concluséo: Foi demonstrado neste trabalho que a CTBP aumeasgoconcentracdes
intracelulares de sTe modulou a transcricdo génica mediada patefum modo TRE-especifico.
Interessantemente, a CTBP interagiu diretamente TWR1 e com o co-repressor SMRT, mas
ndo com SCR1. Numa analise geral, estes resultaggsem que a CTBP pode afetar a acdo do

T3 ndo somente alterando niveis intracelulares gleribs também interagindo com proteinas

nucleares envolvidas na resposta go T



3. ABSTRACT

Background: The importance of the cytoplasmatic proteinshia tiptake, storage and
nuclear translocation of thyroid hormone is poodgderstood. Moreover, the relation of

cytosolic thyroid binding protein 38kDa (p38CTBP smply CTBP) with nuclear transport of
T3 and TB-mediated gene transcription is still controversiBhe aim of this work was to

investigate the role of CTBP in thg-mediated thyroid receptor (TR) activation.

Methods: T3 dose response curves were performed in CHO cetimrtsfected with
plasmids expressing TR, CTBP, and thyroid responsive elements drivirg lticiferase gene
(TREs — DR4, F2, PAL and TRH promoter). Whole @eid nuclearlfﬁ]Tg transport assays
were performed in CHO cells transfected or not W@ifBP. Since CTBP could be localizated in

the nucleus, we also measured the interactionsT&RCwith TR and coregulator proteins such
as SMRT, SRC1 through GST-pull down assays.

Results Overexpression of CTBP increase]c?5|]T3 uptake from 61.69.4 cpmg
protein in control cells to 151+@3.7 cpmjig protein p<0.05). In reporter gene assays, CTBP
cotransfection increased TR maximum activation &®®EIPAL by 42%. Additionally CTBP
overexpression in CHO cells increasefEIC50 on TRE-DR4 by 5.5 fold. On the other hand, on
the TRE-F2 and TRH promoter, a T3 negatively regalaene, the co-transfection of CTPB did
not change 7 activation and repression, respectively. IntengstGST pull-down assays showed

that CTBP directly interacted vitro with GST-TR31 and GST-SMRT, but not GST-SRC1

Conclusion: We demonstrated that CTBP increases intracelllidaconcentration and
modulates T mediated gene transcription and this effect is T¥REcific. Furthermore, CTBP
directly interacted with TR1 and the corepressor SMRT, but not with coactivati@lP1. Taken
together, these results suggest that CTBP may taffgcaction not only by changing 3T

intracellular levels, but also interacting with f@ms involved in § response.



4. INTRODUCAO

4.1.Mecanismos moleculares de acéo do hormdonio tireoideo.

Os hormobnios tireoideanos (HT) desempenham um i@ papel no
desenvolvimento, diferenciacdo, crescimento e emm@aros processos metabdlicos de
mamiferos (UNDERWOOD, 1986; WEISS, 1996; THOMPSQ2000; BASSETT, 2003;
GARDNER, 2006).

A glandula tiredide constitui a fonte da sintesseerecdo dos HT. Sumariamente, a
biossintese de HT pela glandula tiredide envolveeggiintes etapas: (a) captacdo de iodeto a
partir do plasma e transporte atraveés da céluiaulal tiredidea pelo co-transportador sodio
iodeto (NIS, N&/I Simporter) — atividade estritamente relacionadarabda Na/K* ATPase; (b)
oxidacdo do ion iodeto, catalisada pela enzimaxpdase tiredidea (TPO) na presenca de
peroxido de hidrogénio. O iodo € incorporado a&egiespecificas da Tireoglobulina (Tg) —
residuos tirosil hormonogénicos; (c) conjugacdamt#éculas de iodotirosina com a Tg para
formar tiroxina (L-Ty) e triiodotironina (L-B); (d) protedlise da Tg apds endocitose, com
liberacdo de iodotironinas formadas e iodotirosilna®s; (e) desiodacdo de iodotirosinas na
célula tiredide, com conservacao e reutilizacamdeto liberado; (f) e, em certas circunstancias,
desiodacéo intratireoideana pela 5’'desiodase dq &-L-Ts. Assim, a biossintese hormonal é
dependente da disponibilidade de iodo na regidoahpga célula folicular, da sintese adequada
de Tireoglobulina e de enzimas envolvidas na imm@gao do iodo a residuos de tirosila (Tyr)
da molécula de Tireoglobulina — etapa denominadarificacao do iodo (VAISMAN, 2004).

Apos a sintese dos HT ter seguido seu curso, dyktiredide secreta primariamente L-

T4 €, em menor quantidade, ls:TA secrecdo diaria de Ly E de cerca de 100 nmol e de 5 nmol

de L-T3 (GREENSPAN, 2001).

O crescimento e a funcéo da tiredide e os efeitwgépcos dos HT sdo controlados
basicamente por quatro mecanismos: (a) o classiochgotalamo- pituitaria- tiredide, no qual
o hormdnio hipotalamico de liberacdo da tireotrapfRH) estimula a sintese e liberagcédo do

hormonio tireo-estimulante (TSH) que estimula sci@ento e secre¢do hormonal pela glandula



tiredide; (b) a pituitaria e as desiodases pedésrigue modificam os efeitos do L& L-Ts; (c)
auto-regulacdo da maquinaria da sintese e sectegéwnal; (d) estimulacdo ou inibicdo da
funcao tireoideana pelo receptor do TSH. Em adigéceefeitos do L- podem ser modificados
pelostatusdo receptor do L-d e potencialmente por agonistas ou antagonistasagptor do L-
T3, (GREENSPAN, 2001) .Os HT circulam no plasma sarepiligado a proteinas. A ordem
decrescente de afinidade de ligacdo é: 70% dq €-80% de L-% a globulina ligadora de HT
(TBG), 15% do L-T € 5% do L-§ a pré-albumina ligadora de hormdnio tireocide@rBPA) e a

albumina em pequenas proporc¢des (FELIG, 1995)gacio dos HT a proteinas plasmaticas
aumenta suas meias-vidas e assegura uma distobtegdilar dos mesmos nos tecido-alvo
(MENDEL, 1987). Na forma livre ha, aproximadamen®eQ4% de L-} e 0,4% de L-%
(FELIG, 1995).

O metabolismo periférico dos HT € um componenticortle impacto destes hormdnios
na funcgéo intracelular nos tecidos. Os HT podemrssabolizados por desiodagéo, conjugacéao,
desaminacédo ou por reagdfes enzimaticas de desitac¢dox(KELLY, 2000). A principal fonte
de producéo de Lslocorre por meio da converséao do k,-Mos tecidos periféricos, pela enzima
5'desiodase (KELLY, 2000). As desiodases apreserftambes especificas devido as suas
distintas caracteristicas e formas de regulac& oAhomento foram clonadas trés isoformas de
desiodases: tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (DBERRY, 1993; CROTEAU, 1995;
CROTEAU, 1996). As trés isoformas de desiodase®ogstesentes em todos os mamiferos,
indicando que a desiodacéo de HT € um componeinieseco da homeostase destes horménios.
Assim, o & derivado destas fontes € responsavel pela madasa acdes gendmicas dos
hormoénios tireoideanos (RIBEIRO, R. C., 1995; YEANJO1; BARRA, 2004; FLAMANT,
2006).

O Tz produz multiplos efeitos fisiologicos, tais comeducao dos niveis de colesterol e
lipoproteina de baixa densidade (LDL), emagrecimetaiquicardia e insuficiéncia cardiaca. Os
HT circulam no plasma ligados as proteinas plasamtingressam nas células e se ligam aos
receptores nucleares que promovem as suas acfesastianscricdo génica (BARRA, 2004,
GARDNER, 2006). Estes receptores estdo largameisigibdidos em diferentes tecidos
(RIBEIRO, R. C. J., 1998; SHAHRARA, 1999; GARDNER)06) e pertencem a uma familia



extensa de proteinas, a familia dos receptoreseamgd, que inclui os receptores para 0S
hormonios esterdides, vitamina D e acido retingRBEIRO, R. C. J., 1995). Ozlexerce a sua

acdo no interior do nucleo celular, onde se ligadidsrentes isoformas dos receptores do

hormonio tireoideano (TR).

4.1.1. Genes regulados positivamente pejo T

Neste modelo, na auséncia do ligantg 6TTR se encontra na forma de homodimeros ou

heterodimeros associados a proteinas co-repressoras “Silencing Mediator of Retinoic and
Thyroid Receptor” (SMRT) e “Nuclear Receptor Coesgzor” (N-COR) (MANGELSDORF,
1995; RIBEIRO, R. C., 1995; GLASS, 2000). Estesemuladores por meio de sua atividade
desacetilase favorecem a condensacdo da cromedpranindo assim a transcricdo de genes
controlados por sequéncias de nucleotideos padoi@edizadas em diferentes regiées no DNA,
denominadas elementos responsivos ao TR (TRE)sHEsgies sdo compostas pela sequéncia
hexanucleotidica "AGGTCA" (UMESONO, 1991; WU, 200YEN, 2003) podendo estar
organizadas em trés orientacOes diferentes: naafade repeticdo direta espacada por 4
nucleotideos quaisquer (DR-4), ou na forma de @alimo invertido espacada por seis
nucleotideos quaisquer (F2), ou, ainda, na formgaedromo sem nenhum espacamento

(PAL) (figura 1) (RIBEIRO, R. C. J., 1998). Este mecanismo & conmas genes regulados
positivamente pelo 3 Aproximadamente trinta TREs naturais ja foramnidieados, sendo que

a maioria é DR-4, seguido pelo F2 e mais rarame®aL (YEN, 2001).

RXR TR
[ [

DR_4 AGGTCANNNNAGGTCA
TCCAGTNNNNTCCAGT

RXR TR

F2 TGACCCNNNNNNAGGTCA
— —
ACTGGGNNNNNNTCCAGT

RXR TR
[ |

TREpal AGGTCA TGACCT
TCCAGT ACTGGA

Figura 01. Elementos responsivos do receptor do hormonioitiesmo:
Repeticdes diretas (DR-4), palindromo invertido) @palindromo (PAL).
N indica o nimero de nucleotideos entre os hexé&néhdaptado de (BARRA, 2004)).
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Com a ligagdo do hormdénio ao receptor, observaesendcdo predominante de
heterodimeros com o receptor do &acido 9-cis-retmdRXR), seguida de dissociacdo das
proteinas co-repressoras e subseqientemente,céiagdsocom proteinas co-ativadoras como 0s
co-ativadores do receptor de esterdide (SRC-1, SBRCSRC-3) e 0 complexo de proteina que
interage com o receptor de vitamina D/proteina @ada ao TR (complexo DRIP-TRAP),
dentre outras proteinas, que medeiam a estimulzedgnes alvo e possuem atividade histona
acetiltransferase (BANNISTER, 1996; OGRYZKO, 1988KENNA, 1999). Com a acetilacao
das histonas, a cromatina € relaxada, o que &adiliacesso de outros fatores de transcricdo e
estimula o processo transcricional pela RNA polaser(RIBEIRO, R. C. J., 1998; MCKENNA,

1999). Portanto, a ligagdo com o horménio transéoomTR de um estado repressor para um

estado ativador da transcricdo de genes estimugsdos; (YEN, 2001).

4.1.2. Genes Regulados Negativamente pglo T

Os mecanismos que envolvem o0s genes reguladosvaegante pelo HT, como o TRH
(HOLLENBERG, 1995; SATOH, 1996), TSH (BURNSIDE, B98CHATTERJEE, 1989) séo
bem menos compreendidos. E provavel que envolvasma classe de moléculas em TREs
diferentes, denominados TREs negativos ("'TRE ou)NBEerente dos elementos responsivos
positivos, uma sequéncia consenso para os nTRER aifio foi estabelecida, mas ja foi
demonstrado que o TR é capaz de exercer a reguiaiQgidria da transcricdo de diferentes
genes por meio de nTREs divergentes em suas seagiét@ mesma forma que a ativacao pelo
T3 utiliza uma variedade de TREs positivos, como &HAL, DR-4 e F2 (SATOH, 1999). Tal
mecanismo é responsavel pela inibicdo dond secrecdo de TRH e TSH pelo hipotalamo e
hipofise respectivamente. Estudos de mutagénesdizm@m esses nTREs proximos a regido
TATA-box, sugerindo que a regulacdo negativa peJpdde ser causada pela interferéncia do

complexo de iniciagdo da transcricdo (GUISSOUMA)3)0
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4.2.Mecanismos de transporte celular envolvidos na dimica dos HT.

A magnitude das respostas aos HT € dependente mzertcacdo intracelular do
horménio ativo, que por sua vez, depende da praddeddT, conversao periférica dg @m T3

pelas desiodases, e também do transporte de Hlemdrana plasmatica e nuclear das células.

O controle da entrada e/ou saida de HT pode akaeaconcentragcdo no interior da célula em até
10 vezes e ser, desta forma, um ponto regulad@& paacdo final do 3T (NEVES, 2002;

RITCHIE, 2003).

Com o intuito de proporcionar uma melhor compreerts#irevisdo sobre os estudos de
transporte de hormdnios tireoideanos, nos proxipasagrafos segue uma breve introducédo dos

protocolos utilizados para estudo de tais mecarssmo

O estudo do transporte dos HT em culturas de ce&lama importante ferramenta para
caracterizacdo da captacéo e exportacdo de horsngoiaiferentes tipos celulares. O transporte
do HT através da membrana plasmatica no sentidacektlar para o intracelular € denominado
influxo e o sentido contrario recebe o nome dexefldanto o influxo quanto o efluxo do HT
podem ser analisadex vivoem uma cultura celular utilizando o HT marcadaaativamente
(NEVES, 2002).

Até recentemente, 0os mecanismos de entrada de HElehas do tecido periférico eram
pouco conhecidos. Devido ao carater lipofilico #66, os autores deram maior destaque a
difusdo simples dos HT através da membrana plasmatim detrimento dos transportes
mediados por proteinas integrais de membrana (GFPRAN, 1994; UTIGER, 1995).
Entretanto, nos ultimos vinte anos, diversos traml vém demonstrando que varios
transportadores de membrana em diferentes tecatosam | e/ou T,com diferentes cinéticas
e afinidades, tais transportadores incluem: tramagores de aminoacidos, monocarboxilatos,
carreadores de anions organicos e proteinas “Améifig cassette (ABC) / multidrug-
resistance” (mdr) (SAMSON, 1992; CAVALIERI, 1999ENES, 2002; FRIESEMA, 2003;
RITCHIE, 2003; VAN DER PUTTEN, 2003; MITCHELL, 2005Foi observado que o efluxo
de T; varia consideravelmente entre os diversos tecims. exemplo, células do tecido

placentério (cérion decidual) conseguem fazer oxeflde aproximadamente 90% do contetdo
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intracelular de 3 radiomarcado com™ ([1251]T3) acumulado ap6s um periodo de 3h de pré-
incubacdao com o horménio marcado, enquanto qualasélos ductos coletores da medula renal

interna exportam proximo de 50%. D-Te D-T; (esterecisbmeros de LgTe L-Ts,

respectivamente) influenciam a saida]&a][l'g em cultura primaria de ventriculécitos de forma
diferente em relacdo aos atriocitos, mostrandomassma diferenca de afinidade entre os

transportadores envolvidos no efluxo da. TDe forma interessante, os transportadores
responsaveis pelo influxo e efluxo de@arecem ser diferentes dependendo do tipo celuta,
vez que o acido 3,5,3'-triiodotiroacético (TRIAQ)m anélogo do 3 inibe a captagdo de

[125I]T3 sem interferir com sua saida em culturas prim@egasardiomiocitos (NEVES, 2002).

4.2.1. Transportadores de monocarboxilatos (MCT)

Um membro da familia de proteinas transportaddeasnonocarboxilatos também tem
sido associado ao transporte de HT (FRIESEMA, 20A3)ifusdo de monocarboxilatos, tais
como o lactato e o piruvato, através da membranangitica de células de mamiferos €&
facilitada por uma familia de proteinas integrasntembrana conhecidas como transportadores

de monocarboxilatos (MCTS).

Atualmente, no minimo oito membros desta famdiarn identificados (GARCIA, 1994;
LAFRENIERE, 1994; GARCIA, 1995; YOON, 1997; PRICEQ98). Cada isoforma possui
propriedades bioquimicas caracteristicas tais coomstante de cinética e sensibilidade e
conhecidos inibidores de MCT. Muitas alterac6eserpressdo destas proteinas podem ser
desencadeadas com alteracdes fisioldgicas, ja cansenos moleculares que levam a estas

alteracdes ainda s&o pouco conhecidos (ENERS@18)20

A isoforma de MCTS8 foi identificada em 1994 porfriemiere e cols. Nesta ocasido, 0s
autores estudavam as bases cromossomais e a Begulacinativacdo do cromossomo X.
Enquanto caracterizavam fisicamente uma regido qit3X2 conhecida por conter o centro de
inativagdo X (XIC), eles identificaram um novo geaejual consistia de seis exons codificando
para uma proteina de 12 dominios transmembranstagerindo funcdo de um transportador
(LAFRENIERE, 1994).
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Posteriormente, Friesema e cols. (2003) testaraefeito da expressdo de MCT8 em

ovocitos de xenopus através da injecdo de cDNAficadie para esta proteina, o qual
aumentou cerca de dez vezes a captacdo dg L-Ts e L-T, pelos ovdcitos, sendo que o
transporte foi fortemente inibido por LyTL-T4, D-Ta, L-T3, D-L-T3 e pelo acido 3,3',5—
triiodotiroacético (TRIAC) (FRIESEMA, 2003). Estarceador ndo transportou aminoacidos tais

como Leu, Phe, Trp ou Tyr, demonstrando desta fogua se trata de um membro da familia
MCT especifico para o transporte de iodotironirRIESEMA, 2003).

Diversas mutagcdes no receptor de horménio tiraoidestdo envolvidas em mecanismo
de resisténcia aos HT em alguns pacientes. Entoetalberacbes do transporte de HT podem
explicar sindromes de resisténcia a hormdnios qu@re@m na auséncia de mutacbes nos
receptores (YEN, 2003). A identificacdo de pacierdem mutacdes no transportador de HT,
transportador de monocarboxilatos 8 (MCT8), tenel@do uma importante funcao exercida por
tais carreadores de membrana na disponibilidadaceitlar de HT, especialmente em algumas
regibes do sistema nervoso central. Individuosedm snasculino hemizigotos para a proteina

MCT-deficiente apresentam uma sindrome com dois pooentes: um seria o defeito

tireoideano caracterizado pelo aumento das corazgigs sericas do;Total e livre e diminuicédo

do T4 total e livre, e também a diminui¢do do T3-revgrda), bem como retardo psicomotor e
do desenvolvimento, onde se pode observar disgemaralizada combinada com espasticidade,
retardo mental, falta de comunicacéo verbal, paradrole da cabeca e coordenacdo motora
(SCHWARTZ, 2005). Como € comum nos casos de herdggdos ao cromossoma X, 0S
homens sdo mais severamente afetados em termodetits neuroldgicos e tireoideanos,
enquanto as mulheres portadoras apresentam solaeasealteracdes nos testes de funcéo da
tiredide. Recentemente, mutacdes no gene da MQ&&fassociadas como causa da sindrome
de Allan-Herdon-Dudley, uma forma sindromica damémento mental ligada ao cromossoma
X descrita inicialmente em 1994 (ARAI, 1995; DUMIERCU, 2006),

4.2.2. Transportadores de anions organicos (OATPS)

Os polipeptidios transportadores de anions organidatps em roedores e OATPs em
humanos) pertencem a uma familia em crescimentgedes de transportadores de &anions

organicos/prostaglandina que podem mediar o tratespudependente de sédio de numerosos
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componentes enddgenos ou Xxenobiodticos anfipati@4G(YAMA, 2003). Existem oito
membros desta familia em humanos, sendo que o rdaAiT® primeiro membro identificado
desta familia. O rOATP possui aproximadamente 8@, kilbis sitios de glicosilacdo e doze
dominios transmembranicos (KULLAK-UBLICK, 1998; KEENBUCH, 2000). A expressao
tecidual dos OATPs varia entre os diferentes tg@membros, entretanto, os tecidos com maior

expressao sao figado, rins e cérebro (HSIANG, 1998aptacdo de iodotironinas nativas (4-T

e L-T4), bem como de seus derivados sulfatados, foi ettha em odcitos de xenopus injetados
com cRNA codificantes para alguns membros dos OAHRESEMA, 1999). Hsiang e cols.
(1999) identificaram um novo membro da familia d@&TPs (OATP2). Esta proteina tem
expressdo exclusiva no tecido hepatico ao contrdeiooutros membros desta familia de
proteinas. OATP2 transporta a tiroxina, taurocolatosulfato de desidroepiandrosterona
(DHEAS) (HSIANG, 1999). Outro membro da mesma feaniécentemente identificado foi o
Oatpl4, um transportador de anion organico caiaatko em tecido de ratos, possui uma
expressao preferencial na barreira hemato-encafatais especificamente na membrana das
células dos capilares cerebrais (SUGIYAMA, 2003kadtacao de L<em células de linhagens
de rim embrionario humano (HEK 293) transfectadasm ® gene codificante para Oatpl4
aumentou significativamente em relacédo as céluasfectadas apenas com vetor. Entretanto, a

atividade de transporte para o b-fbi seis vezes menor em relacdo ao transporte-tig A

constante de taxa de eliminacdo dedtdmbém foi mais rapido nas células transfectadas e

relacdo ao grupo controle (0,032 vs 0,006hirEstes achados sugerem que a captacdo e o
efluxo tecidual de HT pode ser mediados por prageimembro da familia OATPs
(SUGIYAMA, 2003).

4.2.3. Proteinas transportadoras de aminoacidos

Pesquisa utilizando ovocitos de Xenopus mostrauaghiper-expressao do transportador
de aminoacidos do sistema L aumentou a captacéplastnatica e nuclear d&J]T3, bem
como a ativacdo de genes responsivos a0 Hstes transportadores pertencem a familia dos

transportadores de aminoacidos, a qual envolveedifes transportadores de membrana que sdo
responsaveis pela captacdo de diferentes classamideacidos pelas células de mamiferos.
Estes transportadores sdo heterodiméricos e ocemside uma cadeia 4F2 pesada comum
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(4F2hc) ligada por pontes de dissulfeto a um menteouma familia de cadeias leves
homdlogas (PALACIN, 1998). Os transportadores pedates ao sistema L fazem o transporte
de aminoécidos hidrofébicos e de cadeia lateraidgatais como metionina, leucina, isoleucina,
valina, fenilalanina, tirosina, triptofano, histdi e glutamina (CHRISTENSEN, 1990). O
tratamento de linhagens de células de cancer a@ema (BeWO) com inibidores especificos
para transportadores do sistema L levou & dimioui captacdo dé?fl]T; e da atividade
transcricional mediada por TR (RITCHIE, 2003). Dedm interessante, o acumulado celular

total e nuclear de'{]T 3 em ovécitos microinjetados com cRNA do mesmo fartador de
aminoacidos do sistema L quando incubados c8MT[3 foi maior do que o grupo controle .
Entretanto,quando d?1]T 3 foi microinjetado diretamente no citoplasma do8aitos, a taxa de
acimulo de ¥I]T3 no nacleo foi igual ao controle, sugerindo assime algum tipo de

canalizacao exista entre o transporte de membtamaambiente nuclear, onde gd8xerce suas

funcbes gendmicas (RITCHIE, 2003).

Portanto, além das especulacdes existentes de isracande transporte envolvidos em
sindromes de resisténcia aos HT, € provavel qas estcanismos estejam também envolvidos
em respostas heterogéneas aos HT em diferentedodeddbem como em pacientes com
hipotireoidismo subclinico e com sindrome de réash ao HT e a reposicdo hormonal
(REFETOFF, 1993; MULLER, 1995; DUMITRESCU, 2006). ftansporte de hormonios
poderia também explicar porque a terapia de reposide tiroxina para corrigir o
hipotireoidismo em ratos tireoidectomizados, ine@scom doses supra-fisiologicas, néo
restabelece o eutireoidismo em todos os tecidoSBRAR-MORREALE, 2005).

4.2.4. Proteina citosolica ligante desTCTBP)
N&o séo apenas transportadores de membrana quenitciim no transporte de HT e no

seu acumulo citoplasmatico e nuclear, proteinasdlitas ligantes dezTtambém parecem ter

funcbes primordiais neste processo. Estas protdorasn primeiramente descritas por Tata

(1958), quem apresentou evidencias baseadas ematognafia que um extrato citosélico obtido
a partir de musculo esquelético de rato possufedafie por 4T 4 (TATA, 1958). Hamada e
cols. (1970) foram os primeiros a demonstrar aipiissade de proteinas citosolicas ligarem

especificamente comgTHAMADA, 1970).
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Em 1986 Hashizume e cols. relataram que extratosdticos renais, apds tratamento

com carvao ativado, tinham a atividade ligante gdeabiolida, e quando ao mesmo extrato,
adicionava-se nicotinamida adenina dinucleotidesfafo (NADPH), a atividade ligante dg T

era restaurada (HASHIZUME, 1986). Somente em 198ha proteina ligante desTe
dependente de NADPH (CTBP) foi identificada e peaidla a partir de células hepaticas por
meio de fracionamento do citosol de células hepsitem Q-Sepharose, fenil-Sepharose, red-
Sepharose e eletroforese em gel de poliacrilamoda condicbes ndo desnaturantes, nestes
ensaios foi identificada uma molécula de 76 kDaRR)l Foi observado em analise em gel de
poliacrilamida desnaturante contendo sulfato duibdédico (SDS) que esta proteina consistia
na realidade de dimeros, onde cada um dos mondrpesssiia massa molecular proxima de
38kDa. No mesmo trabalho, os autores observaram que anmeesia nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP), na sua forma reduZMAaDPH), aumentou a afinidade da CTBP

pelo T3. De maneira contraria, a forma oxidada (NADP) elestcleotideo suprimiu a afinidade

da proteina CTBP pelosTKOBAYASHI, 1991).

Posteriormente foi determinada a sequéncia de @cithas e realizada a clonagem do
cDNA da proteina CTBP e foi constatado que estéefira que possuia 314 aminoacidos era
idéntica a [1-crystallin”, uma proteina com expressédo abundapteristalino de marsupiais,
porém, com funcdes desconhecidas ainda em outpEgies (VIE, 1997). A constante de
afinidade calculada para a CTBP em relacdosoiTle 2,4 x 10 M, e a capacidade maxima de
ligacdo foi 21.000 pmol desTpor mg de CTBP na presenca de 3,0 X Dde NADPH. A
ordem de afinidade dos analogos dppéra a proteina em questdo foi T L-T3 > L-T4 >
TRIAC. O pH 6timo para ligacdo do; B proteina CTBP foi de 7,2-7,5 (KOBAYASHI, 1991).
Ensaios posteriores relacionaram a CTBP como uptaipa de estoque intracelular dg dlém

de participar na translocacéao intracelular defitre nacleo e citoplasma (MORI, 2002).

Na busca de uma melhor compreensdo das possiveiSeti da proteina CTBP alguns
autores se basearam em uma estrutura cristalagjafisublicada de uma proteina homdéloga a
proteina CTBP. Trata-se de uma enzima expresdaaetérias presentes no solo e em plantas,

responsavel por uma via do metabolismo de aminoscidnde a mesma faz a conversao do
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aminoacido L-ornitina em L-prolina. Esta proteina identificada pelo nome ornitina-
ciclodeaminase (EC: 4.3.1.12), seu nome pode seviado pela sigla “OCD”. Esta enzima tem
sido classificada como um membro da familia gasrystallin” devido a grande similaridade de
sequéncia com as mesmas, chegando até a 47% déhamgaeFigura 2). No modelo
tridimensional da OCD ¢é nitida a disposicdo ding&rimcom 14 folhas beta (violeta e azul) na
interface de dimerizacdo onde se situa o dominibgdgdo ao substrato, além disso, a OCD
possui como co-fator o nucleotideo doador de elétnsicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) (GOODMAN, 2004).

Figura 2: Modelo tridimensional da enzima ornitina-ciclodgaase no modelo de fitas. Estrutura
resolvida em difracdo de raio-X na qualidade delugsio igual a 1,8 A. Proteina dimérica consistiddalois

monémeros idénticos, em destaque no modelo esgacigleto observa-se o co-fator NADH. O dominio de

ligacdo ao substrato se encontra entre as 14 fbitaqvioleta e azul) (GOODMAN, 2004)

Entretanto, recentemente um modelo tridimensiooalpfoposto a partir da estrutura
cristalogréfica da proteina CTBP humana ligada oamcleotideo NADPH resolvida em 2,6 A,
a qual consistiu de um dimero assimétriigu¢a 3). A estrutura apresenta dois dominios: o
dominio de ligacdo ao NADPH com dobra tipo Rossmanm dominio de dimerizagcdo. A
comparacgao da estrutura cristalografica CTBP camzana OCD revelou que embora ambas as
proteinas possuam fun¢des muito distintas, exisi@ grande similaridade estrutural entre elas.
Estas duas proteinas existem em solucdo como dinestdveis e o modo de dimerizacdo é
muito similar entre elas (CHENG, 2007).
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Figura 3. Monémero da CTBP humana. O dominio de dimerizasé®dem verde,
enquanto o dominio de ligacdo ao NADPH estd ngégpura. A molécula de NADPH é mostrada no
modelo bola e bastdo (CHENG, 2007)

As proteinas CTBP e OCD possuem uma sequéncia ondéiiigacdo de nucleotideos
GXGXXG/A, mas a CTBP humana liga-se com NADP/H ©@D com NAD/H. O NAD ¢é
usualmente utilizado como um agente oxidante enradegfes oxidativas, ja o NADP
usualmente comporta-se como um agente redutor agbdes de sintese redutivas (CHENG,
2007). A CTBP é amplamente expressa no organismo.eEtudos de Northern blotting
realizados a partir de 73 diferentes tecidos husiafm observado uma maior expressédo de
MRNA da proteina CTBP em diferentes regides do falccddem como no coragdo. E para
confirmar a localizagdo intracelular da CTBP enidi&s neurais e cardiacos, 0s mesmos autores
utilizaram a proteina CTBP fusionada a uma proteénde fluorescente (GFP), o que permitiu a

visualizagdo predominante da proteina CTBP no leisopa das células analisadas em
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detrimento da localizacdo nuclear (SUZUKI, 2008ajtretanto, ja foi demonstrado pelo mesmo
grupo que a proteina CTBP pode ser transportadagadcleo e sitios de interacdo para CTBP
estao presentes no compartimento nuclear (HASHIZUMB9a; HASHIZUME, 1989b).

Em uma anélise mais detalhada da expressao de ntRNwoteina CTBP em diferentes
regides do encéfalo utilizando-se a técnica de Héamt Blotting, verificou-se uma maior
atividade transcricional do gene da proteina CTBPcartex cerebral, cerebelo, amigdala,
hipocampo, nucleos caudato, putamen e acumbensU®&l)2003a). Devido a OCD patrticipar
do metabolismo de aminoacidos e da CTBP possuir @th homologia e ser expressa em
diferentes regides do encéfalo, supde-se que a (PEBPRa participar nas vias metabdlicas de
sintese ou quebra de neurotransmissores nestéesegma vez que alguns neurotransmissores
sdo aminoacidos, por exemplo, o glutamato, ou s@uolupidos a partir deles como a
noradrenalina. Corroborando ainda mais para eptadse, na via de sintese do glutamato existe
um intermediario metabolico comum com a via metabdle converséo de ornitina em prolina,
onde a OCD exerce sua atividade catalitica, agtemediario € conhecido como 1-pirrolina-5-
carboxilato (KIM, 1992).

Estudos recentes demonstraram a influéncia da Q¥#®Ps0 no transporte e acumulo
intracelular de HT, mas também na ativacédo géniediada pelo 3. Em cultivo de células de

tumor de pituitaria de rato (GH3) com hiper-expéessestavel da CTBP, a atividade
transcricional mediada pelo TR, no TRE palindromRE-PAL) regulando a enzima luciferase,

foi influenciada pelos niveis de expressdo da prat€TBP. Neste estudo, a ativagdo génica
mediada por 7 foi inversamente proporcional ao nivel de expresk CTBP de cada clone de
células estudado (MORI, 2002). Os autores desbaltra diante de tais resultados, a principio
contraditérios, levantaram as seguintes hipoteés@sCTBP pode acelerar o metabolismo de T
em células com super-expressdo de CTBP; ii) A CPBReria aumentar a degradacdo de
MRNA de genes regulados paog; Tii) Possivel competicdo entre a CTBP e o reaeptclear de

T3 (MORI, 2002).

Ainda com relacdo as diferentes atividades da p@t€TBP, estudos de expressao
génica pela andalise de “microarray” revelaram uoréefexpressdo da CTBP na coclea e no

vestibulo de humanos. No mesmo trabalho, foi destmbgue pacientes com surdez nao-
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sindrébmica carregavam dois tipos de mutacdo na CABbtimeira delas no exon 8, ocorreu a
mudanca de uma adenina por uma timina na posi¢gad®4ene, resultando numa troca de uma
lisina por uma treonina na posicao 314 da prot€hBP (K314T). Esta mutacdo presente em
células germinativas afetou um paciente do estudsua mae, ambos com surdez nao-
sindrédmica. A segunda mutacao, também no exorv8yla perda do “stop codon” aumentando
a proteina em cinco aminoacidos (X315Y). Esta néittafpi identificada apenas em um
paciente, também com surdez ndo-sindrémica e nedeuweus familiares foi afetado, tratando-
se provavelmente de uma mutagi® novo.Os individuos afetados por ambas as mutagdes,
K314T e X315Y, eram heterozigotos para a mutac@icesantavam estatura e inteligéncia
normal, ndo havia comprometimento vestibular, \istgmal ou muscular. A perda de audi¢cdo
foi identificada aos dezenove anos de idade noepteiafetado pela mutacdo X315Y e no
primeiro ano de idade no paciente afetado pelagaatd314T (ABE, 2003).

Quando a CTBP com a mutacdo K314T ou X315Y foi esgm em células COS-7
(células de rim de macaco africano), a distribuigdacelular das proteinas em questdo foi
alterada. A proteina nativa e as proteinas mutdgssbuiram-se de maneira uniforme no
citoplasma das células COS-7 48h apods a transfeEgdietanto, quando se analisou 72h e 96h
apos a transfeccao, continuou-se observando unaganiiforme de distribuicdo citoplasmatica
da proteina nativa, enquanto que a mutacdo X31%NMizin a formagdo de vacuolos no
citoplasma em 20% das células analisadas. A mut&@aalT favoreceu uma distribuicao
predominante perinuclear em um quarto das célulaisadas (OSHIMA, 2006). Por meio da
técnica de imuno-histoquimica do tecido da cécleacamundongos foi demonstrado que a
CTBP é expressa na regido do ligamento espirak egpecificamente em fibrocitos do tipo Il,
estas células sdo conhecidas por manter o gradisniético e homeostase desta regido da
coclea. Sao células ricas em bombas Na/K ATPasabBervado também que a proteina CTBP
e a bomba Na/K ATPase estavam co-localizadas baxfios (OSHIMA, 2006).

As proteinas do tipo Na/K ATPase séo proteinagjiaie de membrana, consistem, de no
minimo, duas subunidades-e 3 - cada uma delas com diferentes isofornasd,, a3 , 04, B1,
B> e B3) (WALTER, 1978). A expressdo da bomba Na/K ATPase cultura de células

mesangiais € estimulada por hormdénios tireoided@d4$ARA, 1993; ZUO, 1996), e ja foi
identificado um elemento responsivo ao horménieotdleano na posi¢cédo “upstream” a regiao
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flanqueadora da subunidade beta 1 da proteina NaRase, caracterizado por dois hexameros
gue coincidem com a sequéncia consenso do “hatirgrsite” [AGGT(C/A)A] do receptor do
hormdnio tireoideand5’ GAAGGTCACTCCGGGACGCGGA 3') O primeiro hexamero é
idéntico & seqUéncia consenso, ja 0 segundo hea@mena sequéncia degenerada (FENG, J.,
1993).

Além de a proteina CTBP ter uma expressao co-famdi com a bomba Na/K ATPase, a
mutacdo K314T leva a uma perda da capacidade dé°difiBr-se ao 3, o que ndo acontece
com a mutacdo X315Y. Animais hipotireocideos apresam uma menor expressao da
subunidadea,, e 1, Na/K ATPase, indicando que uma diminuicdo na ddadée de %

disponivel no ouvido interno pode afetar a audid@wgido a um decréscimo nos niveis de
expressao da bomba de Na/K ATPase, reduzindo fibesta, o transporte de ions e fluidos nesta
regido Os achados citados corroboram para uma possiv#ipacdo da CTBP na reciclagem
de K da endolinfa via bomba Na/K ATPase, sendo ajueutacdo K314T na proteina CTBP
poderia levar a surdez ndo-sindrémica devido aeqigbrio do gradiente idnico (OSHIMA,
2006).

Recentemente foi publicado um importante traballu@ p estudo da fungéo da CTBP,

onde camundongos foram nocauteados para o gené@Bla. Estes animais apresentaram uma
diminuicdo da concentracdo sérica dg €l T4 quando comparado com animais controle,
entretanto ndo houve alteracdo na concentracacasgei TSH. Os animais nocautes também
perderam a capacidade de ligagdo ded€&pendente de NADPH no citosol. Entretanto a
expressao de mRNA de genes controlados pgltai® como o TSP na hipéfise, glutationa-S-

transferase alfa 2 e desiodase 1 tanto no figadnosurins ndo foram alteradas nos animais
nocautes em relagdo ao grupo controle (SUZUKI, BPOA audicdo aparentemente néo foi

afetada nestes animais e provavelmente a surdeziads & CTBP esteja mais relacionada a

mutacdo da CTBP do que a sua auséncia.

Portanto, com o objetivo de investigar a funcdo piateina CTBP na atividade

transcricional induzida porzTem diferentes TREs, neste trabalho foram feitasasudoses

resposta de sTem culturas de células CHO transfectadas ou nAo@BBP. Nossos resultados
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mostraram que o efeito da proteina CTBP na atiedeahscricional € TRE especifica. No TRE-
PAL, a CTBP aumentou a ativagdo maxima deefn cerca de 70%. Entretanto, em DR4, a
CTBP diminui significativamente a sensibilidadeTaaproximadamente 5,5 vezes e néo alterou
o efeito de % no palindromo invertido (F2) e no promotor do hénio liberador de tireotropina
(TRH). De modo complementar, utilizando ensaio & ull-down, foi observado que CTBP
interage diretamente com BR e com o co-repressor SMRT, mas ndo com o coean@RIP1.

Em uma andlise geral, estes resultados sugerena IEBP pode modular os efeitos de ndo

somente por alterar os niveis intracelulares denfas também interagindo com proteinas

envolvidas na resposta de.T
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5. OBJETIVOS
5.1.Geral

» Estudar a influéncia da proteina CTBP na atividaaiescricional mediada pela T

em culturas de células CHO.

5.2. Especificos

» Estudar o influxo e o efluxo desTem culturas de células de ovario de Hamster
Chinés (CHO);

» Verificar os efeitos da expressado da CTBP na d@ivagnica mediada pelg €m

culturas com expressdo transiente da proteina CTBP
* Avaliar a expresséo de CTBP nesta linhagem celular;

» Investigar a existéncia ou ndo de interacbes &P e proteinas co- reguladoras

da acao do HT.

6. MATERIAS E METODOS
6.1.Plasmideos

Duas copias dos elementos responsivos sintéticed, B2, PAL comandando o gene
luciferase e TR1 foram previamente descritos (LOPEZ, 1993; RIBEJIROC., 2001). O gene
reporter promotor do TRH-luciferase (TRH-LUC) e tagmideo de expressdo da CTBP
(pcDNA-CTBP) foram gentilmente fornecidos pela DBarbara Deminieux e Dr. Satoru
Suzuki, respectivamente (GUISSOUMA, 2000; MORI, 2000 vetor pCMVB-galactosidase
(Promega) foi usado para controle da eficiénciardasfec¢cdo. Para sintese de proteina em
bactérias, os plasmideos codificando diferentegejmas nucleares fusionadas a proteina
glutationa-S-transferase (GST) foram usadaST-SRC1 (381-882) (FENG, P., 1994), GST-
SMRT (987-1491) (WEBB, 2003), and GSTSR(full-length) (HORLEIN, 1995).
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6.2. Transformacao das bactérias com os plasmideos

Em um tubo de microcentrifuga, 100-1000 ng do pidema ser transformado foram
incubados com 50 de E.coli DH50 durante 30 minutos no gelo. Apés este periodoghsas
foram submetidas a um choque térmico por 2 minemosim banho-maria a 42°C. Em seguida,
adicionou-se 50QL de meio de cultura LB (5g de extrato de levedur@g de triptona e 10g de
NaCl em 1L de agua destilada) sem antibiotico akina-se por 1 hora a 37°C em uma camara
climatica (BOD). Posteriormente, 00 da transformac&o foram plaqueados em uma placa de
Petri contendo meio de cultura LB com 1,5% de a&y@rl mg/mL de ampicilina. A placa foi
incubada por 16 horas a 37°C em BOD.

6.3. Purificacdo de Plasmideos

Apos a transformacgdo das bactérias, uma colonisteate foi selecionada e colocada
para crescer em 5 mL de meio LB, contendd_5de ampicilina (100mg/mL) por 4-6 horas a
37°C em “shaker”. Em seguida, estas bactérias famaouladas em 500 mL do mesmo meio de

cultura e colocadas para crescer por 16 horas@ 15 agitacdo em “shaker” .

Ao término do periodo de crescimento da culturapastérias foram separadas por
centrifugacdo e o sobrenadante foi descartado. edigitado foi mantido para a extracédo e

purificacdo dos plasmideos de acordo com o pradamiQuiagen Plasmid Maxi Kit.

6.4. Cultura de células e Método de transfeccao.

As células CHO foram cultivadas em meio RPMI codte10% de soro fetal bovino
(SFB) e suplementado com penicilina (100Ui/mL) geggomicina (10Qug/mL) (Sigma), em
incubadora contendo 5% de €6 37C até a sub-confluéncia em placas de Petri de 18e&m
didametro (Corning). No dia da transfecgéo, 4 plaram tripsinizadas, cada uma delas com 4-5
mL solucéo de tripsina 0,05 % e 0,02 % diluido etuagdo tampao fosfato contendo 8,0g NacCl,
0,2g KCI; 1,449 NgHPOy; 0,249 KHPOy; H,O g.s.p. 1L; 0,1% dextrose e pH 7,4 (PBS) &€C37

por 5 min. As ceélulas eram recolhidas em tuboseatdriduga de 15 mL, 4-5 mL de meio de
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cultura RPMI com 10% SFB eram adicionados ao tudra peutralizacdo da tripsina. Os tubos
eram centrifugados a 400g por 5 min, o sobrenada&nte descartado e o0 sedimento
ressuspendido com 6,5 mL de PBS contendo 0,1g/U,@aQG,1% dextrose. Aproximadamente
10.000.000 de células eram transferidas para cidaeletroporacéo individuais e colocadas
em eletroporador (gene pulser Il apparatus, Bio}Ramk voltagens de 0,300 kV e capacitancia
de 950uF. Os plasmideos utilizados continham os genedicadlies para a enzima luciferase
dirigida pelos elementos responsivos positivosegeptor do horménio tireoideano (TRE-DR4-
luc, TRE-PAL-luc, TRE-F2-luc) e promotor do TRH (MRuc), sequéncia codificante para o
TRgy, enzima beta-galactosidase para a proteina CTBP (MORI, 2002). Os plasmideos
codificantes para os TRE tinham como promotor ménida tirosina kinase (TK-TRE), os
plasmideos codificantes para CTBP (pcDNA-CTBP) e TRCMX- TRgy) possuiam o
promotor minimo do citomegalovirus e do fago T7rdpaintesein vitro), e o plasmideo
codificante para a enzima beta-galactosidase (Ckbd-bal) possuia o promotor minimo do

citomegalovirus .

Foram realizadas co-transfec¢ces mantendo-se fixatidade do plasmideo pcDNA-
CTBP (1 até 16ug), TR (1png) e TRE-luc (4 pg), as celulas eletroporddesn plaqueadas em
placas de 12 pocos e tratadas copfID® até 10° M, (Sigma)) ou veiculo (Etanol:DMSO; 9:1,
(Sigma)).

Apés 24h de cultivo, as células transfectadas fdrsexas em tampéo de lise especifico
(reporter lysis buffer — Promega). A atividade fe@dse foi medida adicionando 20 de
luciferina (Luciferase Assay System — Promega)2GuL de lisado em uma placa de Elisa, a
qgual foi imediatamente levada a um contador de igpluminescéncia (Microbeta-Trilux,
Perkin-Elmer). A atividadep-galactosidase foi determinada utilizando-Bejalactosidase
Enzyme Assay with Reporter Lysis Buffer (Promeg&)taxa de ativacdo génica em cada
tratamento foi determinada com base na razédo entrvidade luciferase B-galactosidase
medida na presenca ou auséncia ge(THIELLINI, 1998). Para calcular a taxa de represséo
nos experimentos realizados com o elemento responségativo TRH, foi calculada a
percentagem dos valores da leitura cogra3sumindo que o valor da leitura com o veiculo

(controle) é 100% e entdo, foi subtraido de 10@lonencontrado.
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6.5. Ensaios de “western blotting”

Apbs o cultivo por 24h, as células eletroporadas &, 2, 4, 8 e 16 de pcDNA-CTBP
foram lavadas duas vezes com solugédo tampéao fq§fBi®) e lisadas pela adicdo de tampéao de
lise RIPA. Aproxidamente 100 pL do lisado foi msspendido em tampéo de carregamento de
proteina (4% SDS; 0,1 M Tris pH 8,9; 2 mM EDTA,; @ hzul de bromofenol; 20% glicerol e
0,25 M DTT), as amostras foram separadas em ¢geD&PAGE a 10%, o qual foi submetido &
eletroforese em amperagem constante de 20 mAmpogiagadamente 60 V durante 1:30h, e
em seguida transferidas para membrana de fluadietainilideno (PVDF), pré ativadas com
metanol puro (Merck), para “Imunoblotting” (Bio-Radboratories, Inc., Richmond, CA) em
um transferidor eletroforético semi-seco (Bio-Rabdratories, Inc., Richmond, CA) 1h e 30
min durante 1h e 40 min, a 24 V, e a eficiéncidrdasferéncia foi verificada com a coloracéo
com ponceau red. As membranas foram bloqueadasr&3#m-T (137 mM NacCl, 20 mM Tris-
HCI pH 7,5, e 0,1% Tween 20) contendo 5% de laitigpé durante 12h. A deteccdo da proteina
CTBP foi realizada incubando-se a membrana com2@aranticorpo primario de caprino anti-
p-crystallin humana (sc22424, Santa Cruz Biotechmgldnc), diluicdo 1:500 por 1:30h. Apos
este periodo, a membrana foi lavada 3 vezes coml20BS-T para retirada dos anticorpos
primarios livres, e em seguida foi incubada comm0do anticorpo secundario de asinino anti-
anticorpo de caprino acoplado a enzima peroxidaseraiz forte (sc22424, Santa Cruz
Biotechnology, Inc,). A membrana foi novamente tv@om TBS-T por 6 vezes, para retirada
dos anticorpos secundérios néo ligados. Apos este$so, foi adicionado 1 mL do substrato da
peroxidase a membrana, a qual foi embebida no meadeCL (Amersham) envolvida em um
filme plastico e exposta a filme de raio X por Thfilme foi revelado em solug&o reveladora
(Microservice, 21569) por 2 min, lavado em agudildea e imediatamente mergulhado em

solucgéo fixadora por 2 min (Microservice, 21570).
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6.6. Ensaios de transporte total de HT em células com par-expressao de CTBP

Foram realizadas determinacdes do transporte tgall; em culturas de células CHO
transfectadas com 8y de pcDNA-CTBP ou somente com o vetor (célulagrote). As células
transfectadas foram cultivadas em meio RPMI (GilgRL) contendo 10% de SFB e
suplementado com penicilina (100Ui/mL) e estrepbomai (100ug/mL) (Sigma), em incubadora
contendo 5% de C{e 37C até a sub-confluéncia em placas de 6 pocosélitas tranfectadas
foram lavadas duas vezes com PBS pré-aquecido@ as°células foram incubadas com meio
de cultura RPMI (Gibco) contendo 0,01% de SFB eprlO[lZSI]Tg (2200 Ci/mmol; Amersham
Biosciences, Piscataway-NJ, USA). O influxo foembmpido nos tempos de 5, 15, 30 e 60 min
aspirando-se imediatamente o meio radioativo endwae as células com 1mL de PBS gelado
por seis vezes. As células foram entéo coletadaslenL de tampao de lise contendo 0,1 M de
NaOH. O lisado foi destinado a contagem total R [[T3 em contador gama (Wallac 1470
Wizard Gama Counter, Perkin-Elmers ). Para fin;aenalizacdo da quantidade de células de
cada tratamento, uma aliquota de |[#0 de cada lisado foi utilizada para determinacdo da
concentracdo de proteina por meio do método def®@thdBRADFORD, 1976). A atividade
radioativa de cada lisado, o que representou atigade de ][25 []T3 incorporado, foi expressa

em cpm jug de proteina desvio padrao (DP).

6.7. Ensaios de transporte nuclear.

As células CHO foram transfectadas como descniterimrmente. Cada grupo de células
transfectadas era transferido para placas de @&ettiOcm, cultivado por 24h e submetido ao
ensaio de influxo nuclear como descrito a seguimé de cultura foi desprezado e as células
transfectadas com pcDNA-CTBP e controle foram lasaduas vezes com meio de cultivo
contendo 0,01% de SFB. Foram adicionados a cada pla Petri 2 mL de meio de cultura
RPMI com 0,01% de SFB contendo 70 pM c}%sll'l'g (Amersham, Biosciences). Apos a
incubacao por 1h, o meio radioativo foi aspira@s €€lulas lavadas trés vezes com PBS gelado.
Apoés as lavagens, as células foram lisadas por deeincubacdo com 2 ml de 0,25 M sacarose,

1 mM MgChb, e 20 mM Tris-HCI (pH 7,4) adicionado 0,5% tritgrl00 por 10 min. A captacao
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nuclear foi determinada pela mensuracdo da radidatie do sedimento obtido pela
centrifugacao do lisado celular por 3000 x g dtgdmmin. O sobrenadante foi descartado, o
sedimento ressuspendido com 1mL de PBS seffi €avig™”, a suspensdo foi novamente
centrifugada a 3000 x g durante 5 min, o sedimeggsuspendido com 1mL de PBS serii'@a
Mg™™, e a radioatividade da suspensio final foi medidacontador gama (Wallac 1470 Wizard
Gama CountePerkin-Elmers ) (MORI, 2002).

6.8. Ensaio de Efluxo de J[25I]T 3

As células CHO transfectadas com CTBP ou eletegtas apenas com o vetor foram
cultivadas até a sub-confluéncia, O meio de cultoraetirado, foram lavadas trés vezes com

PBS aquecido a 3T e pré-incubadas por 3 horas a 37°C com meio éénpubacao (RPMI

contendo 0,01% soro de fetal bovino e 70 pM lozlgl]ﬂ'g (Amersham, Biosciences). Ao final
deste periodo, cada poco contendo as células @dg 6 vezes com PBS &G4 Adiciona-se
entdo 1 mL de meio de efluxo (RPMI contendo 10% sle fetal bovino) em cada poc¢o. Apds 5
min a 37C, o meio de efluxo foi coletado em tubos de laitte radioativos, e reposto por outro
nas mesmas condi¢cfes aos 10, 30 e 60 minutosnalodié 60 min, as células foram lisadas com
NaOH 0,1M e a atividade radioativa remanescenteéasas também foi mensurada. As curvas
de efluxo foram calculadas utilizando um algoritd® ajuste de curva, e a taxa de efluxo e

porcentagem remanescente nas células sdo expressasnediat DP.

Os meios de efluxo coletado aos 60 min foram dadge para posterior analise do
metabolismo do horménio marcado através de cromaftagem colunas de Sephadex
(CAVALIERI, 1999)

6.9. Cromatografia em colunas de sephadex.

A quantidade de compostos marcados &b no meio de efluxo foi analisada por meio

de coluna cromatografica. Para isto, pipetas Pag@h x 4 cm) contendo Sephadex LH-20
coberta com uma fina camada de algod&o foram bradias com 0,1 M de HCI. Um mL de

meio de efluxo foi acidificado para o pH 1,0 com @iMHCI e aplicado na coluna. O iodeto foi
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eluido com 3 x 1 mL de HCL 0,1 M. Conjugados dddoram eluidos com 7 x 1 mL de®. Em

seguida, o 7 foi eluido com trés lavagem com 1 mL de NaOH/dtgal, vol/vol). Os

diferentes volumes eluidos foram quantificados tpuaratividade radioativa em contador gama
(Perkin-Elmer ®).

6.10.Transcricdo e Traducgaoin vitro

As proteinas CTBP e TR utilizadas para os ensaios de G§ill-down foram
sintetizadas utilizando-se um kit de transcricamaducaoin vitro (TNT T7 — Quick Coupled
Transcription/Translation System — Promega) (RIBEIRR. C., 1994). Nesta técnica, 0s
plasmideos contendo os cDNAs das proteinas ciaclag regulados pelo promotor da RNA
polimerase do bacteriofago T7 séo adicionados asistema que contém toda a maquinaria
necessaria para a transcricao e traducdo da m@stdiste sistema contém a RNA polimerase do
bacteriéfago T7, ribonucleotideos, inibidor de REARNASin) e um lisado de reticuldcitos de
coelho suplementado comi# ZnCl, e aminoacidos (exceto a metionina). Foi adiciorb@d

(10uCi) metionina marcada com enxofre §%S(Met, Amershan, Pharmacia)no momento da

reacdo. As reacdes foram realizadas em microtubo8,5 mL com a adigcdo de 1y do
plasmideo aos componentes necesséarios para arigdose traducdo, seguindo-se uma
incubacao a 30°C por 90 minutos. Ao término dadeaipram coletadas amostras (itd para
a realizacdo da eletroforese de proteinas sendstante da reacdo congelado em nitrogénio

liqguido e armazenado em freezer —80°C.

6.11. Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliacrilamideom Sulfato Duodecil Sédico
(SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas, em gel de poliacrdiamsob condicbes desnaturantes
(sulfato duodecil sodico “SDS”) (LAEMMLI, 1970), ifatilizada para confirmar a eficiéncia da
sintese protéicen vitro assim como o tamanho da proteina gerada. Aporidaeletroforética,

o gel foi fixado em uma solucdo de 30% metanol% #&Bido acético glacial durante 30 minutos,

sendo em seguida exposto por 30 minutos a uma&ohkmplificadora (Amplify, Amersham)
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para intensificar a transmissdo da energia rad@ati secado a vacuo a 70°C por 40 minutos
(Geldryer, BioRad). O gel seco foi submetido a aattiografia a —80°C utilizando-se filme de

raios-X (Kodak) por um periodo de 8 a 24h, senddgsmrmente revelado.

6.12. Expresséo e purificacdo de proteinas recombinantesn Escherichia coli.

Para verificacdo da existéncia de interacfes eim@ienvolvidas na ativacado génica T
mediada, foram realizados ensaios de interacaeipesproteina utilizando a técnica de “GST
pull-down”. Primeiramente foi realizada a expressduurificacdo de proteinas de fusdo Em
coli. Essas proteinas de fusdo com uma sequénciacemitifa para a enzima glutationa-S-
transferase (GST) sdo proteinas quiméricas, orgkne que codifica a proteina de interesse €
clonado na mesma fase de leitura do gene que cadifproteina GST no plasmideo pGEX (GE
Healthcare). Ao ser expresso, esta fusdo de gemasodgem a uma Unica proteina composta

pelo GST na sua por¢cado aminoterminal e pela p@tgnnteresse na carboxiterminal.

Para isto, 5QuL de bactériag.coli cepa BL21 foram incubadas com 1@ de um dos
plasmideo PGEX contendo as construcdes de protdenéissdo desejadas (GSTR GST-
SMRT e GST-SRC1) no gelo por 30 min, &@2or 2 min e imediatamente transferidas e
incubadas em gelo por mais 2 min. As bactériasrforaltivadas em meio LB 2X: Peptona
(BD) 3%, Extrato de levedura (BD) 1,5% e 3% de N&Sigma) por 16—22h, a inducgao
bacteriana foi realizada com 3Q0de Isopropil-beta-D-Tiogalactopiranosida (IPT@ara cada
200 mL de LB. O meio contendo as bactérias foi rdegado a 5700 x g por 20 min, o
sedimento foi ressuspendido com 10 mL de tampé&o BB 50mM, NaCl 150mM e Tween

20 0,05%). Foram adicionados 5@D de lisozima 10mg/mL em cada suspenséo de bast@ria
o volume final foi incubado a’€ por 20 min sob agitacéo para lise das bactémasseguida, o

lisado foi sonicado em ciclos de 20s com descaadordin cada ciclo, num total de 4 ciclos em
desruptor celular (Ultrasonic Processor, Sonicsjoldme sonicado foi centrifugado em 12.000
rpm a £C por 30 min, o sobrenadante foi reservado em tdeasentrifuga de 50 mL em gelo

para preparacdo das microesferas de sefarose. tDsizaitrolitros de microesferas de sefarose

ligadas a glutationa (Sigma) foram centrifugado20®0 rpm / 2 min, o sedimento foi
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ressupendido com 2 mL de TST, este procedimenteefitido por 3 vezes, o volume final de
microesferas contendo glutationa foi ressuspenpata 7 mL. O volume total de microesferas
(aproximadamente 7 mL) foi adicionado ao tubo eondb o lisado de bactérias em tubos de
centrifuga de 50 mL. O tubos contendo o volumd foram incubados por 1 h e 30 min &4
seguido de centrifugacdo a 1000 rpm / 5 min. Aggis periodo o lisado com as microesferas
foram transferidos para tubos de 15 mL, centrifegadl0O00 rpm / 5 min o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido comL1@enTST, este procedimento foi repetido
3 vezes, o sedimento obtido no final das trés ifegacdes foi ressuspendido com 600 pL de
IPAB (TST adicionado de PMSF 0,5uM; DTT 0,1 mM) eeguida foi adicionado 1mL de

glicerol, a suspenséo foi agitada por 5 min e esta@ -80°C.realizada uma nova centrifugacao.

6.13. Ensaios de “GST pull-down
O ensaio de “GST Pull Down”, simplificadamente clam de GST, é utilizado para

verificar a capacidade de duas proteinas se imteragn vitro. Para isto, utilizam-se duas

proteinas, sendo que uma delas necessita estamddai a GST e a outra deve estar
radiomarcada, que neste caso sera a proteina QTBHAB;; (utilizado como controle positivo).

A proteina fusionada ao GST funcionard como umea®i® a proteina radiomarcada sera a
“presa” a ser “pescada”. A proteina de fuséo fumioomo uma isca porque esta fixada a uma
particula pesada de aproximadamente 45-165 pmjcas-asferas de sefarose, com moléculas
glutationa (substrato da proteina GST) na superffacilitando sua precipitacdo e separacdo da

solucdo estudadéidura 4).

A cada reacéo de “GST pull-down” foram adicionadysy de proteina fusionada a GST
ou GST sozinho, AL de lisado de reticuldcito conten0305$]-p38 CTBP, 1,5iL de T3 10*M
e tampé&o de ligacdo gsp 150 (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, tween 20 0,05%, tritd@o 0,1%,
NP40 0,1%, DTT 1 mM e BSA@/uL). A reacado foi incubada a°@ por 2 h . Apos este
periodo, as microesferas foram lavadas 6 vezesampédo de ligacdo, para retirada da proteina
radioativa que ndo se ligou as microesferas cooteghitationa. Ao final da dltima
centrifugacao, foi adicionado tampéo para desngdiordas proteinas (Tris 0,25 M, pH 6,8, SDS
4% glicerol 40%B-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,005%gaceacdo de GST era
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colocada em agua fervente por 5 min e aplicadagetre poliacrilamida a 10% e submetidas a
eletroforese. Os géis eram secos em Gel dryer @lpRma vez seco eram expostos a filme

radiogréfico (Kodak) e revelados apos 5 a 15 dias.

se@- TRB1

sephar

SMRT

se@- SRC-1

\’?\’ [¥S]-CTBP

Figura 4: Esquema das proteinas de fusdo (GSg:T&ST-SMRT e GST-SRC-1)
Imobilizadas em microesferas de sefarose (sepbatgndo glutationa

e proteina CTBP3FS-CTBP] e TR1 [355- TRs1] radiomarcadas utilizadas nos ensaios de “GSTFgavin”.
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6.14. Analise Estatistica.

Os resultados sdo apresentados sob a forma des&diao minimo, trés experimentos
+ desvio padrdo. As médias foram analisadas pdisande varian¢a, quando necessério, as

multiplas comparacdes entre cada tratamento foeitasfpor meio do teste de Newman-Keuls.
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7. RESULTADOS

7.1.Ensaios de “Western Blotting” das células transfeeidas com CTBP.

Para avaliar se a transfeccdo de pcDNA-CTBP induza expressdo satisfatoria da
proteina, foram realizados ensaios de westernirdodm células CHO. Como observado na
figura 5, em condi¢Bes normais, as células CHO néo expreG38BR e a transfeccéo de 2, 4, 8
e 11g pcDNA-CTBP aumentou a expressado de maneira diggendente e 0s maiores niveis
de expressao foram obtidos com 8 @d@o respectivo plasmideo. Portanto, na maioria dos

experimentos a seguir foram utilizadqeg&le pcDNA-CTBP.

<«— 38 kDa
- @

CTRL 1 2 4 8 16

PcDNA-CTBP( pg)

Figura 5. Analise de western blotting para avaliar a exgiiesle CTBP. Células CHO foram transfectadas

com 1 até 1fig de pcDNA-CTBP e cultivadas por 24h em meio RPbfitendo 10% de SFB, o extrato celular
total foi preparado usando tampéo de lise. O wedtletting foi conduzido seguindo a descri¢cdo pévbs
anticorpos utilizados foram o anticorpo primariolgelonal donkey anti-human CTBP antibyayti-CTBP
humana e o anticorpo secundario (goat anti-donkejugated to horseradish peroxidase), além do®&it &

quimioluminescéncia.
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7.2. Efeito da proteina CTBP no influxo de fzﬁ]T 3z em células CHO.

Para verificar se a CTBP pode modular o conteindiadelular total de 3 foram
realizados ensaios de influxo celular total Hzélng em células CHO tranfectadas ou ndo com

8ug de CTBP. A transfeccao de CTBP aumentou de faign@ficante a captagéo dngg.
Aos 5 minutos a taxa de influxo foi 2,5 vezes madon células transfectadas com CTBP
comparada as células controle, 15%,&3,7 cpmig de proteinass 61,6 £ 9,4 cpmg de
proteina §<0,05), respectivamente. Esta diferenca permaneosstante durante todo o
experimento, e ao final de 60 min o influxo nasul® CHO transfectadas foi maior do que o
dobro quando comparado com o controle, 234,6,9 vs 100,3+ 7,4 cpmjlg de proteina
(p<0,05),figura 6.
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Figura 6. A CTBP aumentou a captacéo celular total'@T 5. Efeito da hiper-expressdo na captacéo celular tot
de f#1]T5 em células CHO transfectadas somente com o wgad(ado cheio) ou com8 de pcDNA-CTBP
(quadrado vazio). As células foram incubadas compM&le 2] T por 5, 15, 30 e 60 min, seguida de lise celular e

o acumulado total dé¥1]T 5 foi medido em contador gama.
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A segquir, foi mensurada a captacao nuclearl%irﬂ'[g pelas células CHO transfectadas
ou ndo com gg de pcDNA-CTBP. Como observado no transporte aelaltal, ao final de 60
min, o conteudo intranuclear delzﬁ]Tg em ceélulas transfectadas com CTBP foi

aproximadamente o dobro do observado em célulasob®29,3+ 3,9vs 15,3 + 5,4 cpmlg de

proteina respectivamentiéglra 7).
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Figura 7. A CTBP aumentou a captacéo nuclear T ;. Efeito da hiper-expresséo de CTBP na captacdeamc
de 9T 3 em células transfectadas somente com o vetor(barza) ou com fig de pcDNA-CTBP (barra preta).
As células destinadas a ensaios de influxo nuébeam incubadas com 65 pM d€| T ; por 60 min, os nicleos

foram separados por centrifugacéo diferencial 8’7 ; acumulado foi medido em contador gama.
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7.3. Efeito da proteina CTBP no Efluxo de f25l] T 3 em células CHO.

Com o intuito de avaliar o efeito da proteina CTi8Pefluxo de %, foi mensurado o
efluxo de f25I]T3 em células CHO transfectadas com 0, 2, 4 i@g8de CTBP. Apesar do
aumento da captacao d]ezs[]Tg, como demonstrado nos experimentos anterioregftiexo
celular total e nuclear, a transfeccdo de CTBP n&mdificou o efluxo de 1[ZSI]TQ,.
Consequentemente, as porcentagens ]ﬁa]'l[g remanescente ap0s 60 min em células

tranfectadas com O, 2, 4 qu§ de CTBP foram 10,8 +1,1, 12,4 £ 2,98, 10,0 % #,32,1 £ 2,7,

respectivamentdi@ura 8).

1101

Remanescente de [ 12°(]T3 (%)
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Figura 8. A proteina CTBP ndo influenciou o efluxo d&T5. Células CHO foram transfectadas com o vetor
somente (quadrado cheio)ug (quadrado vazio), dg (circulo cheio) e @g (circulo vazio) de pcDNA-CTBP. As
células CHO transfectadas foram incubadas com 68@f#]T 5 por 3h, seguida da troca do meio radioativo pelo
meio de efluxo contendo 10% de SFB, a quantidad& Ul ; exportada pelas células aos 5, 10, 30 e 60 mémfor

medidas em contador gama.
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A analise cromatografica dos compostos marcadws E%sl] no meio de efluxo oriundo

de células transfectadas com CTBP ou células dentlemonstrou que a CTBP ndo alterou o

metabolismo de o qual foi inferior a 4% em ambos os grupiagufa 9)
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Figura 9. CTBP néo alterou o metabolismo de @Wma amostra do meio de efluxo obtido ao finab@deninutos do
ensaio de efluxo foi submetido & anélise cromafagg em coluna de sefarose. A quantidade de cdwgpos

marcados cont{] nas diferentes fracdes coletadas foi determireadaontador gama.
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7.4.Efeito da CTBP nos ensaios de gene reporter.

Para investigar se os altos niveis de captacabs,deelular total ou nuclear, induzidos

pela hiper-expressdo de CTBP tem algum efeito sabimanscricdo génica mediada pg;, T

curvas dose-resposta foram realizadas em ensageng@ereporter. Como pode ser verificado na
figura 10-A, embora a transfeccdo de CTBP néo tenha alter&f®50 em TRE-PAL (1,0x10

vs 1,3x10'M, p = 0,1), ela aumentou a eficAcia dgém cerca de 42% uma vez que a resposta
méxima ao § na dose de 10M foi significativamente menor no grupo controle6@z 0,70)
guando comparado com ceélulas com hiper-expressacCT®P (5,10 + 0,15; p<0,01).
Entretanto, diferentemente de TRE-PAL, a alta esgiie de CTBP ndo alterou a eficaciado T
mas ela diminuiu a sensibilidade ag @m TRE-DR4 em 5,5 vezes quando comparado com o

grupo controle (EC50 do controle = 1,2 X’M vs CTPB = 6,6 x 10 M, p<0,05, figura 10-B).
Ja no elemento responsivo F2, nenhuma mudancdicagine foi observada no EC50 ou na

eficacia em células com alta expressédo de CTBP,Q(1,figura 10-C).

Por dltimo, para verificar o efeito da CTBP em promotor regulado negativamente

pelo T3, foi estudado o efeito de diferentes quantidage€TBP (0, 1, 2, 4 ef)) na expressao
génica controlada porsTho promotor do TRH. Como mostradofigura 10-D, CTBP nao teve

nenhuma influéncia na represséo exercida pelaolpromotor do TRH, mesmo com@ de
CTBP.

40



A
6 TRE-PAL R T TREPRE
--a-- CTBP 15.0-
5-
. S 12.54
uT 4_ o8
% ®©
2 % 10.09
T 3
o 3 3 7.5
° ©
8 o1 3
}C—G — 5.0
11 2.54
C L} L} L} L} L} 1
OC L) L) L) L) L) L]
-10 9 -8 7 6 5 -4 10 -9 8 7 6 5 4
Log [T3] (M)
Log [T3] (M)
c 5 TRH
15.0- TRE-F2 o-
12.5
% 10.04 o 2%
S o
2 g
L 3S
%‘; 7.5 8 ~
o o 50
X 504
] 3
e p
2.5
7o 1 2 ) 8
O.G L} L} L} L} L} L}
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4

CTBP

Log [T3] (M)
TRH-Luc / TRB1

Figura 10. A ativagdo génica foi regulada de maneira TREe€ifijga. Células CHO foram co-transfectadas com
plasmideos para expressdo d8TRCTBP e TRE [TRE-PALK), TRE-DR4 B), TRE-F2 () e promotor do TRH
(D)] controlando o gene repérter luciferase. Em simjuas células transfectadas foram tratadas coes dos
crescentes de;T10°M - 10°M), a atividade da luciferase foi determinada emtador de quimioluminescéncia

para a construcdo das curvas dose-reposta.
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7.5.CTBP e suas interagdes com proteinas nucleares.
Em vista dos efeitos da CTBP na atividade traoseral do & se apresentarem de forma

TRE-especifica e ndo somente relacionada com gdiedde maiores niveis intracelulares de T

foi decidido, entédo, estudar se estas influénc@depam ser associadas a interacdes entre a
CTBP com outras proteinas nucleares. Para istajende GST pull-down foram realizados e

foi observado que a CTBP interagiu diretamente ooro-repressor SMRT e com o giRmas
ndo com o co-ativador SRC1. Ainda, a adicdo glee@uziu ligeiramente a interacédo entre CTBP

e SMRT, mas ndo com Tgz (figura 11)

[¥s]-CTBP [*5S]-TR
GST GST-TRgy GST-SMRT GST-SRC-1 GST-SRCA1
Input
T3 - + - + - + - + +

50 kDa - ‘
33kga_P — —n -- ‘

Figura 11. TRg; e SMRT interagiranm vitro com CTBP. Experimentos de GST pull-down avaliaadateracéo
entre CTBP marcada corft$] e proteina nucleares fusionadas & enzima GST-{GS GST-SMRT and GST-

SRC1) foram realizados na presenca do veiculo;d@TM.

42



8. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Uma melhor compreensdo dos mecanismos de traasgog HT pode melhorar a
perspectiva de utilizacdo de horménios que atuamreseptores nucleares como agentes
terapéuticos, o que ainda é limitado, porque eleana de forma ampla, geralmente afetando
varios orgaos e tecidos, causando desta formap®feolaterais e indesejaveis importantes
(TOMLINSON, 2001; SMITH, 2004; SETIAWAN, 2007). Paxemplo, a utilizagdo dos
glicocorticdides como antiinflamatérios e no cotdrdas reacdes imunoldgicas traz consigo
efeitos deletérios como osteoporose, hipertenséaaly alteracdes gastrintestinais e aumento da
susceptibilidade as infeccdes (SETIAWAN, 2007). @nidnio tireoideano, apesar de ter uma
atividade lipolitica e catabdlica, ndo é indicadargp o tratamento da obesidade e da
hipercolesterolemia devido aos efeitos deletérios q excesso de HT exerce sobre varios
sistemas, dentre eles, o sistema cardiovasculafTt$M2004). Muitos destes efeitos indesejados
poderiam ser evitados controlando de maneira galetiacesso dos HT em diferentes tecidos,
mas para isso é necessario um melhor entendimestondcanismos de transporte ndo so da
membrana plasmatica, mas também no trafego intdacel especialmente na transicédo
citoplasma-nucleo. Neste contexto, novos horizomssio se abrindo e diversas proteinas

citoplasméticas que possuem alta afinidade pelosebiio sendo descobertas, sendo que

algumas delas ja demonstraram influenciar o actumntiacelular de 7 in vitro e ex vivg bem

como a atividade transcricional mediada peJdSUZUKI, 2003a).

Diversos trabalhos tém mostrado que CTBP possiadihidade por 3 e exerce funcéo
regulatoria no transporte deste hormoénio para eriort do nucleo de células-alvo, e sua
expressdo pode modular a transcricdo mediada padeVido a alteracdes na distribuicdo
citoplasmética e nuclear dg THASHIZUME, 1991; MORI, 2002; SUZUKI, 2003a; SUZUK

2003b). Em humanos, a relevancia clinica da CTBBsérvada em mutantes K314T e X315Y
gue sdo associados com a surdez ndo-sindrémica, (EB; OSHIMA, 2006). Recentemente,

a estrutura cristalografica da CTBP ligada ao NADR# resolucdo de 2,6A foi resolvida,
mostrando um dimero assimétrico e um sitio pré-dédigacado de F(CHENG, 2007). Este

resultado reforca as evidéncias para uma funcaolatégia da CTBP na expressdo génica

43



mediada pelo FJTR. Contudo, os mecanismos pelos quais a CTBBeandia as acoes dg; T

ainda néo estao claros.

Ensaios utilizando a técnica de “microarrary” desttaram elevada expressdo de mRNA
de CTBP (ABE, 2003). Analise imunoistoquimica mostrque esta proteina € expressa
preferencialmente em fibrécitos do tipo I, ondésex uma alta expressdo do gene da Na-K
ATPase (OSHIMA, 2006).

No presente estudo, as células expressando CTBtPanams maior captacao celular total
e nuclear de1f5I]T3 do que as células nédo transfectadas. Estesa@ssilestdo em acordo com

trabalhos prévios onde se utilizou células GH3 (MQRO02; SUZUKI, 2007a). Como pode ser

observado ndigura 6, aos 5 min de influxo celular total, j& existe ugrande inducdo da
captacao delfsl]Tg pelas células transfectadas com CTBP. Esta rapgj@osta observada no
influxo de horménio tireocideano sugere mecanismesaddo da CTBP além do acumulo

intracelular de T por aumento de sitios de alta afinidade para festm6nio, mas pode-se

também levantar hipoteses para mecanismos magsatasyCTBP no controle da captacéo gle T
por exemplo, possiveis indugdes de transportadiere@sembrana pela CTBP. Outro achado que
reforca a hipotese de possiveis inducdes de tramsipoes de membrana pela proteina CTBP/T
€ que um elemento responsivo ao hormoénio tireoméairreconhecido na regido promotora do

gene Na-K-ATPagtl (FENG, J., 1993), e a atividade Na-K-ATPase &tineulada pelo 3em

diferentes tecidos, este resultado € uma evidéleciama provavel funcdo dgiia regulacdo da
expressao de um transportador de membrana, o gleedepender ou ndo da proteina CTBP.
Além disso, foi observado que existe uma co-loaghp entre CTBP e Na-K-ATPase em
fibrocitos do tipo Il nos tecidos obtidos da coctearatos. Portanto, a CTBP poderia também
regular o transporte destes dois ions em fibrodtmgipo Il por mecanismos nao-gendémicos,
interagindo diretamente com a Na-K-ATPase e tallegio poderia depender da ligacdo do
horménio tireoideano, o que levaria a alteraco@sitesais na CTBP, regulando desta forma a
afinidade da CTBP por este transportador (OSHIMA&).

Em contraste, as células CHO transfectadas com QiEBRexibiram qualquer diferenca

no efluxo de § quando comparadas com as células controle, sdgeque CTBP regula
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somente o influxo, mas nédo o efluxo neste tipolaeliEste resultado difere de um relato prévio
onde a transfeccdo de CTBP em células GH3 inilgfiuxo de E'zﬁ]Tg quando comparado com

o efluxo em células controle, 0 mesmo autor atutaireduzida taxa de efluxo devido a uma
retencéo maior do hormoénio no citoplasma (MORI,208inda especulando sobre a atividade
da CTBP na regulacédo da atividade de transportadienembrana responsaveis pelo influxo
de HT, seja por mecanismos de regulacdo da exprgésdca ou por interagdes diretas com 0s
mesmos, pode-se também supor que a CTBP reguildadé de transportadores responsaveis
pelo efluxo do horménio tireoideano direta ou iethmente. Tal mecanismo pode ser especifico
para cada tipo celular, podendo assim, explicaguavaléncia entre o efluxo dézf'l]Tg em
células CHO transfectadas ou ndo com CTBP. Ouaapel explicacdo reside no fato da
capacidade destas células em exportag 8€F significativamente superior quando comparado
com as células GH3, Como mostradofigara 8, no final dos primeiros 10 min, préximo de
70% do E‘ZSI]Tg havia sido exportado das células, enquanto atas@BH3 estudadas por Mori e
cols ndo transfectadas com CTBP levaram aproximedten3h para conseguirem eliminar

metade do conteudo djez‘r[I]Tg acumulado durante o periodo de pré-incubacéo (M2WRI2).

Interessante notar que em células CHO, os alteisndee CTBP afetaram seletivamente a
acao do T3 em diferentes elementos responsivosTIEEtPAL a CTBP aumentou em 42% a
eficacia do T3 em ativar a transcri¢cdo génfogufa 10-A). Este resultado esta condizente com
0 aumento na quantidade dg ifitranuclear obtido nos ensaios de transporte aude .
Entretanto, ja foi relatado que em ensaios de gemérter a proteina CTBP diminuiu a taxa de
ativacdo em culturas de células GH3 (MORI, 2002)ma possivel explicacdo para esta
diferenca pode ser o tipo celular envolvido nasdagiies experimentais do presente trabalho
desta tese. Além do mais, levando em consideragdoagCTBP esteja regulando a atividade
transcricional induzida por T3 de uma maneira djratteragindo inclusive com proteinas do
complexo de repressdo, a disponibilidade de fatdeegranscricdo especificos, de maneira
diferenciada em cada tipo celular, pode contrisabbremaneira para esta variedade de resposta
da CTBP nos ensaios de gene-reporter neste elemngspiansivo.

Ainda néo havia sido descrito nenhuma atividad€€@dBP em nivel transcricional em
alguns dos TREs usados neste estudo (TRE-DR4, TR&{romotor do TRH) e quando foi
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avaliado o elemento responsivo DR4, apesar dos mait@is de T3 intranuclear, a transfeccéo de
CTBP diminuiu a sensibilidade do T3 em regular pressao génica, uma vez que a alta
expressao de CTBP induziu um aumento da EC50 @esvcurva dose-resposta para a direita)
caracterizando assim uma diminuicdo da poténciaTgloem ativar a transcricdo génica,
aumentando desta forma o valor do ECfigfuta 10-B). Por outro lado, no elemento responsivo
palindromo invertido (TRE-F2) e no promotor do TRHexpressdo da CTBP ndo modificou a
curva dose-resposta de TRygras 10-D e Q. Estes diferentes efeitos da CTBP em cada um dos

TREs estudados sugerem que a CTBP influencia @ dgal; ndo somente por aumentar os
conteudos celulares total e intranucleares flenas também, € possivel que a CTBP diminua a

disponibilidade intranuclear de;Tivre para ligar ao seu receptor - o TR. Esta ipd&tade foi
desconsiderada em um trabalho prévio, onde clatan@eaexpressdo de CTBP foi inversamente
proporcional a expressao do gene do hormoénio GHd&nlas GH3, quando foi aumentada a
guantidade de T3 disponivel no ensaio, esta irobnge foi revertida caracterizando deste modo
uma inibicdo provavelmente ndo competitiva(MORIO20 Adicionalmente, a CTBP pode
interagir com outras proteinas envolvidas na viaidalizacdo do 3, tais como o proprio TR

e/ou proteinas co-reguladoras.

Esta hipétese foi confirmada vitro por ensaios de GST pull-down realizados neste
trabalho e que, pela primeira vez, foi demonstiama CTBP interagiu com PR e com o co-
repressor SMRT, mas ndo com o co-ativador SRC-Havia, a funcdo das interacbes da
proteina CTBP na expresséo de genes regulados3pperinanece desconhecida. Foi mostrado
em um trabalho prévio de nosso grupo que a origatag cada sitio dos TRESa(f siteg
determina a composicdo da forma ativa doifiRivo. Em células de leveduras e mamiferos
heterodimeros de RXR-TRs ativam a transcricdo en#t[@Rainda, homodimeros e monémeros
medeiam a resposta de T3 em palindromo inverti@p €rpalindromo (PAL), respectivamente.
Tais achados sugerem que a orientacdo especificandtades dos sitios dos TREs ditam o

recrutamento de oligdmeros de TR e a responsivididelz in vivo (VELASCO, 2007).

Consequentemente, é possivel que cada metade tiss esh diferentes TREsS determine se
CTBP pode estar envolvida no complexo oligomérige gontrola a transcricdo de T3, embora

esta especulacdo necessite de futura investigacoes.
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As interacOes protéicas entre a CTBP e proteinateames (SMRT e TRL) vém
corroborar para uma funcdo mais ativa da proteilBRCnos mecanismos moleculares doeT
consequentemente na fisiologia humana como obseteacthém em um trabalho recente, onde
tal proteina foi associada a uma patologia relaclana este tecido conhecida como distonia
facioescapuloumeral (REED, 2007). Esta patologiaunda miopatia de fundo genético,
caracterizada por fragueza muscular na regido g fambros e membros anteriores (REED,
2007). A anélise do proteoma de pacientes afetadpgsta patologia quando comparado com
individuos normais, levou a descoberta de umaeaimessao da CTBP nos pacientes afetados.
Com as evidéncias apresentadas no presente tratealimoa funcdo moduladora da CTBP sobre

o T3 em nivel transcricional, provavelmente interagindm proteina nucleares e sabendo-se que

um dos principais tecidos alvos dg & o tecido muscular, apesar do mecanismo aind&erao

totalmente conhecido, a possibilidade de partiéipaga CTBP na etiologia desta patologia se

torna ainda mais plausivel.

Com a intencéo de verificar a hipotese da CTBRfgrie na atividade transcricional do
T3 modulando o metabolismo/degradacéo deste hornfiéram feitos ensaios de cromatografia
em coluna. A andlise cromatogréfica dos compostacados comlfsl] no meio de efluxo
mostraram que o0 metabolismo dgn&o foi alterado pela expressdo de CTBP, a relegtie a
guantidade de iodo Iivrel?ﬁ]/conjugado com o 4. Assim, a influéncia da CTBP na ativacao

génica mediada por T3 néo é causada por mudangagstabolismo deste horménio em células

com alta expressao de CTBP.

No presente trabalho foram encontradas mudancasativ@cdo génica induzida por
CTBP, e pela primeira vez foi mostrada uma intevagé vitro entre CTBP e as proteinas
nucleares - SMRT e TR - que sdo conhecidas por modular a ativacdc@@nediada por T3.
Com base nestes achados, pode-se sugerir que a @d&e a funcdo de genes ativados por
T3 in vitro ndo somente por influenciar os contetdos intréerels de T3, mas também
interagindo com proteinas nucleares. Até agoraér@mssivel concluir sobre funcdes especificas
da CTBP no complexo de ativacdo, mas existem fexteiencias de suas acdes TRE-especificas

na transcricdo génica mediada por T3. Mais ests@o80 necessarios para encontrar outras
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interacdes da CTBP com proteinas nucleares, anasaracterizar a fungdo e mecanismos da

CTBP na ativacao ou repressao induzida por T3 &medites tecidos e células.
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10. ANEXO

CTBP INTERACTS WITH NUCLEAR PROTEINS: TR AND SMRT,
MEDIATES T3-TRANSPORT AND SELECTIVELY AFFECTS TR FICTION
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Background: The importance of the cytoplasmatic proteinshie tiptake, storage and nuclear
translocation of thyroid hormone is poorly undeosto Moreover, the relation of cytosolic
thyroid binding protein 38kDa (CTBP) with nucleaansport of T3 and T3-mediated gene
transcription is still controversial. The aim ofstwork was to investigate the role of CTBP in

the T3-mediated thyroid receptor (TR) activation.

Methods: T3 dose response curves were performed in CHI3 cetransfected with plasmids

expressing TR1, CTBP, and thyroid responsive elements driving lticiferase gene (TREs —

DR4, F2, PAL and TRH promoter). Whole cell and eacl f‘251]T3 transport assays were

performed in CHO cells transfected or not with CTE#hce CTBP could be localizated in the
nucleus, we also measured the interactions of CWBIP® TR and coregulator proteins such as
SMRT, SRC1 through GST-pull down assays.

Results Overexpression of CTBP increaséL55|]T3 uptake from 61.69.4 cpmjig protein in

control cells to 1514623.7 cpmjg protein p<0.05). In reporter gene assays, CTBP
cotransfection increased TR maximum activation &®®EIPAL by 42%. Additionally CTBP
overexpression in CHO cells increased T3 EC50 oB-DiR4 by 5.5 fold. On the other hand, on
the TRE-F2 and TRH promoter, a T3 negatively retgalaene, the co-transfection of CTPB did
not change T3 activation and repression, respdgtilréeresting, GST pull-down assays showed
that CTBP directly interacted vitro with GST-TR31 and GST-SMRT, but not GST-SRC1

Conclusion: We demonstrated that CTBP increases intracellitBazoncentration and modulates
T3-mediated gene transcription and this effectREBpecific. Furthermore, CTBP directly with
TRPB1 and the corepressor SMRT, but not with coactiv8iRC1. Taken together, these results
suggest that CTBP may affect T3 action not onlychgnging T3 intracellular levels, but also

interacting with proteins involved in T3 response.
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INTRODUCTION

The thyroid hormones (TH), thyroxin (T4) and 3,5t@odothyronine (T3), are
essential for proper development, tissue diffeegimin and metabolism of mammalians. Most
actions of these hormones are mediated by thergndf T3 to thyroid hormone receptors
(TRs). (Underwoockt al, 1986; Weisst al, 1996; Thompsoet al, 2000; Yen, 2001; Bassett
et al, 2003; Gardneet al, 2006) TRs are ligand-regulated transcriptiondecbf the nuclear
receptor superfamily (Mangelsdaet al, 1995; Arandeet al, 2001; Yen, 2001) that modulate
gene expression by binding specific DNA sequen&aeswn as thyroid response elements
(TRESs), found in the promoters of TR-regulated geféREs are composed of repeats of the
consensus half-site AGGTCA in a variety of diffedremientations, including direct repeats
spaced by four nucleotides (DR-4), inverted pabnaes (F2) and palindromes (TRE-PAL).
(Umesoncet al, 1989; Umesonet al, 1991)

The amplitude of T3 responses is totally relatedgantracellular concentration, which
depends on thyroid production, T3 conversion frodh i tissues by deiodinases, and its
transport from plasma and interstitial fluid thrbugell and nuclear membrane. Many
transporters, such as amino acid, monocarboxylatganic anions, fatty acid, and ATP-binding
cassette (ABC) proteins, have contributed to TiHdpart across the membrane. (Cavakerl,
1999; Pizzagallet al, 2002; Ritchieet al, 2003; Van Der Putteet al, 2003; Dumitrescet al,
2004)

Nonetheless, intracellular T3 and T4 levels canrdgulated not only by membrane
transporters, but also by cytosolic proteins pagagshigh affinity for T3 and T4. In this context,
the cytosolic thyroid - binding proteins (CTBPs)\baaeen shown to play an important role in
T3 action. The 38-kDa cytosolic thyroid binding o (CTBP), also called-crystallin, was
purified from rat hepatic tissue, and can be foaach homodimer of 76 kDa. CTBP is widely
expressed in many human tissues, (Suzuki, Mori, agabhi, Inagaki, Inab&t al, 2003)
specially in cochlea and vestibule. Mutations iis fhrotein are associated with nonsyndromic
deafness. (Abet al, 2003; Suzuki, Mori, Kobayashi, Inagaki, Inadiaal, 2003) In addition,

previous results showed that an overexpressionT&FCincreased intracellular and intranuclear
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[1251]T3 content in GH3 cells. Contradictorily, despatthe high levels of T3 in the nucleus, T3

transcription activation was sensibly reduced ofcFHRL. These results suggest that CTBP can
modulate T3 availability to bind to TR in the nucteor CTBP can interact with other proteins
involved in TR signaling pathway inhibiting T3 resse. (Moriet al, 2002)

Therefore, in order to investigate the role of CT&®P T3-mediated gene activation in
different TREs, we performed a T3 dose-responseeciur CHO cells transfected or not with
CTBP. Our results showed that the CTBP effect ortraBscription action is TRE specific. On
TRE-PAL, CTBP increased T3 maximum activation by%/0 However, on DR4, CTPB
significantly decreased T3 sensibility by 5.5 fdid, not change T3 effect on inverted
palindrome (F2) and Thyrotropin-releasing hormofBH) promoter. Additionally, using GST
pull-down assays, we observed that CTBP interacttty with TR31 and the corepressor
SMRT, but not with coactivator GRIP1. Collectivelhese results suggest that CTBP may
modulate T3 effect not only by changing T3 intradal levels, but also interacting with

proteins involved in T3 response.
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MATERIALS AND METHODS
Plasmids

Two copies of synthetic responsive elements, DR4PAL driving the Luciferase gene
and TR31 were previously described. (Lopetzal, 1993; Ribeircet al, 2001) TRH promoter
Luciferase reporter gene (TRH-Luc) and pcDNA-CTB&wevkindly provide by Barbara
Deminieux and Satoru Suzuki, respectively (Guissoatral, 2000; Moriet al, 2002).pCMV-
B-galactosidasgector was used as transfection efficiency confof protein synthesis in
bacteria, plasmids encoding different nuclear pngtéused to glutathione-S-transferase (GST)
were used: (Darimordt al, 1998) GST-SRC1 (381-882), (Feepal, 1998) GST-SMRT (987-
1491), (Webket al, 2003) and GST-TRL (full-length). (Horleinet al, 1995)

Cell Culture and gene reporter assay

CHO cells were cotransfected with pCMX- fR(1pg) and TRE-luc (4pg) and pcDNA-
CTBP (1 to 1¢g). Cells were electroporated, plated in twelvehpédtes, and treated with T3
(10° to 10°M) or vehicle (Ethanol:DMSO; 9:1). 24 h after tneant, cells were lysated in
reporter lysis buffer (Luciferase Assay System eri@ga). Luciferase activity was determined
with the Luciferase Assay System - Promega accgrttirthe manufactures instructions using a
luminescence counter (Microbeta Trilux, Perkin-Eig)e (-galactosidase activity was
determined withB-galactosidase Enzyme Assay with Reporter LysisfaBufPromega). Fold
activation was calculated based on the ration bewaciferase ang-galactosidase activity
measured in the presence and absence of T3 invebsitegulated TRE. (Chiellinét al, 1998)

Western blotting Assay

CHO cells transfected with 1 to 18 of pcDNA-CTBP were washed twice in ice-cold
PBS and lysated with RIPA lysis buffer (10% glydef®6 Nonidet P-40, 137mM NaCl, 20mM
Tris-HCI pH 8 and 2mM EDTA). Lysed cells were rgseisded in Protein Loading Buffer (4%
SDS; 0.1 M Tris pH 8.9; 2 mM EDTA; 0.1% bromopherdle; 20% glycerol and 0.25 M
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DTT), and samples were separated in 10% SDS PAGEagel transferred to Immuno-Blot

polyvinylidene difluoride (PVDF) Membrane (Bio-Rddboratories, Inc., Richmond, CA) by

semidry electrophoretic transfer (Bio-Rad Labora®rinc., Richmond, CA). Membranes were
blocked with TBS-T (137 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pHS5, and 0.1% Tween 20) containing
5% skim milk. Detection was done by incubating tlecked membrane with primary goat

antihumanpu-Crystallin (sc22424, Santa Cruz Biotechnology, )lrand measuring the enhanced
chemiluminescence of the secondary antibody hatstrgeroxidase-coupled donkey-antigoat
IgG antibody (sc 2020, Santa Cruz Biotechnologg).I(Mori et al, 2002)

Whole and nuclear cell uptake of J[25I]T3

Measurements of whole and nuclear T3 uptake wedermmaCHO cells transfected with
8 ug of pcDNA-CTBP or only with vector (control cellsfhe transfected cells were grown on
six-well or 10 cm plates to whole and nuclear a@gpectively. Transfected cells were washed
twice with PBS prewarmed to 32 or to nuclear transport, nucleus of the transféceells were
separated by lysing the transfected cells with 20hD.25 mM sucrose, 1 mM Mggland 20
mM Tris-HCIl (pH 7.4) containing 0.5% Triton X-100pllowed by centrifugation of the
suspension at 1,500 for 10 min, both whole cells and nucleus were imtad with RPMI
medium containing 0.01% newborn bovine serum and p65b [125I]T3 (2200 Ci/mmol;
Amersham Biosciences, Piscataway-NJ, USA). Uptake stopped at 5, 15, 30 and 60 min
(only 60 min to nuclear transport), by aspiratiagidly the medium and washing the cells six
times with 1 mL of ice cold PBS. (Nevedt al, 2002). Whole cells were then lysed and
harvested with 1 ml NaOH 0,1M. The whole and nucleall uptake was determined by
measuring the radioactivity of the lysed of wholell& or in the nucleus obtained by

centrifugation, results were expressed as averbgenafig of proteint SD.

Efflux of T3

Efflux studies were conducted as described prelo(ideveset al, 2002) Briefly, CHO
cells transfected with O toug§ of pcDNA-CTBP were preincubated for 3 h at 37°ithvRPMI
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medium containinglfﬁ]T3 (65 pM) and 0.01% FCS. Following that, cellere washed six
times with ice-cold PBS (as in the uptake studiescdbed above). Efflux was initiated by
adding 1 mL of efflux medium to each well (RPMI m@d containing 10% FCS without tracer,
prewarmed to 37°C). Addition of 10% FCS to the medieffectively prevented reuptake of
[125I]T3 during the efflux study. This medium was caolied and replaced by fresh prewarmed
efflux medium at 5, 10, 30, and 60 min. At the enthe efflux period, cells were removed from
the plates by adding 1 mL NaOH 0.1% per well. (Neee al, 2002) Rates of efflux was
expressed as the meanSD. Efllux media collected at 60 min were analykedl'3 metabolism

by column sephadex chromatography. (Doeteal, 1982)
Glutathione S-Transferase Pull-Down Assay

CTBP and TIR1 wereexpressed in a cou to produce radio labeled folifle CTBP and
TR receptorin vitro, using the TNT-Coupled Reticulocyte Lysate Systenoifiega) radio
labeled with 1°S]-methionine (Perkin-Elmer). GST-PR, GST-SRC1 (381-882) an@ST-
SMRT (987-1491) fusion proteins were produced ir2Blcompetent cells. GST-fusion proteins
were purified by linking to glutathione-SepharosB #eads. For the binding assay, the
glutathione-Sepharose 4B beads suspension cortgirggof GST fusion protein was incubated
with 3 pul of**S-labeled protein in 150 pL okITSTbuffer (0.1% Nonidet P-40, 0.1% Triton X-
100, 1 mM DTTand 2 ug/mL bovine serum albumin), in the presafc0® M T3 or vehicle
After 2h of incubation at 4°C, bead&re washed with the same buffer. Beads wagtbociated
proteins were resuspended in SDS-loading bufferpgratkins were separated using a 10% SDS-

polyacrylamidegel electrophoresis and visualized by autoradidgyap
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Statistics

The results are representative of at least fidependent experiments and show the mean
+ SD. Averages were analysed using analyses ofnaaigAnova), if necessary the multiple
comparisons between each treatment were performsied Newman-Keuls tesp< 0.05 was

considered statistically significant.

RESULTS

Western Blotting assay

To evaluate whether pcDNA-CTBP transfection indubesexpression of the protein, we
performed a western blotting assay in CHO cellsoBserved in Figure 1, in normal conditions,
CHO cells do not express CTBP, and transfectioB, @, 8 and 1jg pcDNA-CTBP increased
CTBP expression in a dose dependent manner andighest levels was observed with 8 and

16ug. Therefore, we further use@@ of pcDNA-CTBP in the next experiments.

Effect of CTBP on [1251]T3 uptake in CHO cells

To verify whether CTBP can modulate intracellulh¢le and nuclear) contents of T3,
we performed 1[25I]T3 uptake assay in CHO cells transfected or nith 8ug CTBP. As it was
described before, CTBP transfection significantigreased T3 uptake. At 5 min the influx rate
was 2.5 times higher in CTBP transfected cells tbantrol cells (151.6: 23.7 cpmig of
protein vs 61.6 + 9.4 cpmjig of protein p<0.05), respectively). This difference remained
constant during whole experiment, and at end ah80of influx, the influx in CTBP transfected
CHO cells was more than the double of the con284(6+ 4.9vs100.3+ 7.4 cpmjig of protein
(p<0.05), fig 2A).
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Next, we measured nuclear uptake 1(315I]T3 by CHO cells transfected or not witlu@

of pcDNA-CTBP. As observed with whole cell uptakethe end of 60 min,lfsl]T3 content in
the nucleus of CTBP transfected CHO cells were airtlee double of the observed in control

cells, 29.3t 3.9 versus 15.3 + 5.4 cppg of protein respectively (Fig. 2-B).

Effect of CTBP on [1251]T3 efflux in CHO cells

To further analyze the effect of CTBP on T3 exporg determined1f5I]T3 efflux on
CHO cells transfected with 2, 4 anq.§ of CTBP. Despite increasing in the uptake%ﬁl‘l’&
CTBP transfection did modifylfg'l]T3 efflux. Therefore, the percentages of celluﬂ%12r51]T3

remaining after 60 min in transfected cells with2),4 and 8ug of CTBP were 10.8+1.1,
12.4+2.98, 10.0+1.5, and 12.1+2.7, respectively 3.

Chromatographic analysis of thézﬁ]-labeled compounds in the efflux medium from

CTBP transfected or control cells, demonstrated @EBP did not change T3 metabolism that
was less than 4%.

Effect of CTBP on reporter gene assay

To investigate if the observed high levels of whaddls and nuclear T3 contents induced
by overexpression of CTBP have an effect in T3-m@iedi gene transcription, a T3 dose response
curves were performed in gene reporter assays. &sam see in Figure 4A, although CTBP
transfection did not change the EC50 on TRE-PADX10’ vs 1.3x10M, p = 0.1), it increased
the T3 efficacy by 42% since the maximum resporis€3a10°M was significantly lower in
control group (3.680.70) when compared to CTBP expressing cells R1®; p<0.01).
However, different from TRE-PAL, CTBP overexpressitid not alter T3 efficacy although it
impaired T3 sensibility on TRE-DR4 in 5.5 fold, stnwhen compared to the control group
(control EC50 = 1.2xI0M versus CTPB 6.6x10M, p<0.05, fig 4B). Furthermore, on F2

response element, no significant changes were \wiax$én the EC50 and efficacy in the CTBP
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expressing cells,pE0.10, fig. 4C). Lastly, to investigate the effedt CTBP on negative T3
regulated promoter, we examined the effect of ckffie amount of transfected CTBP (0, 1, 2, 4
and &.g) in T3 controlled repression on TRH promoter.shswn in Fig 4D, CTBP did not have
any influence in T3 repression of TRH promoter,rewdth 8g of CTBP.

CTBP and its interactions with nuclear proteins

In view of the fact that CTBP effect on T3 tranption action is TRE specific and is not
only related with T3 nuclear concentration, we dedito study whether these influences could
be associated to interactions between CTBP witkratiiclear proteins. In order to do this, we
performed GST pull-down assays, where we couldrebsthat CTBP directly interacted with a
corepressor, SMRT, and BR, but not SRC1. Furthermore, addition of T3 slghéduced the
interaction between CTBP and SMRT but not witiBIR(fig. 5)
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DISCUSSION

Several reports have shown that CTBP binds T3 plags an important
regulatory role in T3 transport into the nucleusyd aits expression can modulates T3-
transcription regulation by changing the cytoplasamnd nuclear distribution of T8Hashizume
et al, 1991; Moriet al, 2002; Suzuki, Mori, Kobayashi, Inagaki, Inabtal, 2003; Suzuki,
Mori, Kobayashi, Inagaki, Komatset al, 2003) In humans, the clinical relevance of CTBP i
observed irK314T and X315Y mutants that are associated wittsyodromic deafnesgAbe et
al., 2003; Oshimeet al, 2006) Recently, the crystallography structure of CTBRurmb with
NADPH refined to 2.6A was resolved, showing a diminethe asymmetric unit and a putative
T3 binding site. (Chengt al, 2007) This result reinforced evidences for a k&uy role of
CTBP in T3 mediated gene expression. Neverthekbss mechanism through which CTBP

influences T3 action is still unclear.

Microarray expression investigation demonstratevatkd expression of CTBP mRNA
in the human inner egAbe et al, 2003) Immunohistochemical analyses showed that this
protein is expressed preferentially in type 1l fibytes where Na,K-ATPase is enrich@dshima
et al, 2006) A T3 response element was recognized in the premegion of the Na-K-
ATPas@1 gene, (Fengt al, 1993) and Na-K-ATPase activity was stimulatedTi3yin various
tissues. Since the two proteins, CTBP and Na-K-AERare likely to be co-localized in type Il
fibrocytes, CTBP might be involved in the potassiion recycling system through Na,K-
ATPase, and this way, it can influence the hedftimgtion in humans. (Oshinet al, 2006)

In our study, CTBP expressing cells showed a higtteole cell and nuclearlﬁ]TB
uptake than non transfected CHO cells. These eesum# in accordance with previous report
using GH3 cells. (Moriet al, 2002) In contrast, CHO cells transfected with ©TBid not
exhibited anydifferenceof T3 efflux, suggesting that CTBP regulates omiffuix but not the
efflux in this cell type. This result is differeftom other reports where CTBP transfection in
GH3 cells reduced T3 efflux. The absence of anfedifice on efflux rate in CTBP expressing
CHO cells can be attributed by the high abilityGHO cells to export T3 when compared to
GH3 cells. As shown in figure 2, at the end of firt 10 min, nearly 70% of1f5I]T3 had been

released from the cells (fig 3).
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Interestingly, in CHO cells, the high levels of CHBelectively affected3 action at
each different TR response elemeft. TRE-PAL (fig 4A), CTBP increased T3 efficacy to
activate the gene transcription by two fold. Thesult is in accordance with the rise in the
amount of intranuclear T3. However, at DR4 respaisment, despite the high nuclear cell T3
content, CTBP transfection impaired T3 sensititdyregulate gene expression since it shifted
T3 dose response curve to the right increasing @3(Evalug(fig 4B). On the other hand, at the
inverted palindrome response element (TRE-F2) atidgeaTRH promoter, CTBP expression did
not modify T3 dose response curve. These diffeeéfiects of CTBP for each TRE suggest that
CTBP influences the T3 action not only by incregdime intracellular amount of T3, but also, it
is possible that CTBP diminishes the availableamticlear free T3 to bind to TR. Additionally,
CTBP may interact with other proteins involved i8 $ignaling pathway, such as TR and
coregulators.

This hypothesis was confirmeth vitro by GST pull-down assays, where we
demonstrated for first time that CTBP interactethwliR31 and corepressor SMRT, but not with
the coactivator SRC-1. Nonetheless, the role of EPpBotein interactions in T3-regulated genes
expression for each thyroid response element reamaiknown. It is noteworthy that we have
shown that TRE half site orientation dictates tbeposition of the active form of TR vivo. In
yeast and in mammalian cells RXR-TRs heterodiméivate transcription at DR-4 and TR
homodimers and monomers mediate T3 response atedvpalindrome (F2) and palindrome
(PAL) respectively. Such findings suggest that TR site dictates TR oligomer recruitment
which is one important factor that should be comd in regulation of TR action ands T
responsiveness vivo (Velascoet al, 2007). Consequently, it is possible that the half site
response element dictate whether CTBP should belvied in the oligomeric complex that
controls T3 transcription regulation, although thepeculation certainlyrequires further

investigation.

Chromatography analysis of thJeZEﬁ]-Iabeled compounds in the efflux medium showed

that T3 metabolism was not changed by CTBP exmes3ihus, the influence of CTBP on T3-

mediated gene activation is not caused by chang8 metabolism in CTBP expressing cells.
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We found changes in the CTBP induced gene activasind for the first time we showed
anin vitro interaction between CTBP and nuclear proteins, $MRd TH31, that are known to
modulate T3 mediated gene activation. Based onettlaglings, we suggest that CTBP
modulates function of T3-activated genesvitro, not only by influencing the intracellular T3
contents, but also interacting with nuclear praeidntil now it is not possible to conclude the
specific function of CTBP in the activation compldaut there is a strong evidence of its TRE-
specific role in T3-mediated gene trancription. Blostudies are necessary to find other
interactions of CTBP with nuclear proteins, andjsthcharacterize the role and mechanism of

CTBP in the activation or repression induced by @ifferent tissues and cells.
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RESULTS

<«— 38 kDa

CTRL 1 2 4 8 16

pPcDNA-CTBP( pg)

Figure 1. Western blotting analysis for CTBP expression. Ct#lls were transfected with 1 to
16 pug of pcDNA-CTBP and cultured for 24h in fresh RPdiintaining 10% BFS, whole cell
extract was prepared using lysis buffer. Westepottibg was carried out following previous
description using the polyclonal donkey anti-hum&TBP antibody, goat anti-donkey
conjugated to horseradish peroxidase, and the BEmituminescence Kkit.
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Figure 2. CTBP increased the whole cell and nucle]grr’III'S uptake. (A) Effect of CTBP
overexpression on wholelzf’I]TS uptake in CHO cells transfected only with ac{closed

square) or with 8ug of pcDNA-CTBP (opened square). Cells were incedbavith 65 pM
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[1251]T3 for 5, 15, 30 and 60 min, followed by cellulgsis and the wholelﬁ]TB accumulated
was measured in a gamma counter. (B) Effect of CDB€rexpression on nucleajrzﬁ]T3

uptake in CHO cells transfected only with vectoraggbar) or with 8ug of pcDNA-CTBP
(black bar). Cells for nuclear uptake were incubatéth 65 pM fzsl]TS for 60 min, and the

2 .
nuclear f 5I]T3 accumulated was measured in a gamma counter.
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Figure 3. CTBP did not influence thelﬁsl]T3 efflux. CHO cells were transfected with vector
(closed square), @g (opened square), |4 (closed circle) and Bg (opened circle) of pcDNA-
CTBP. Transfected CHO cells were incubated with inmadcontaining 65 pM 1[ZSI]TB for 3 h,
followed by replacement of radioactive medium ftilug medium containing 10% of FBS, and
the amount of1[25I]T3 exported by cells at 5, 10, 30 and 60 min wereasured in a gamma-

counter.
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Figure 4. The gene activation was regulated in a TRE-smeoWay. CHO cells were
cotransfected with plasmids for expression ofTIRCTBP and TRE (TRE-PAL (A), TRE-DR4
(B), TRE-F2 (C), and TRH promoter (D)) driving theciferase gene reporter. Subsequently,
transfected cells were treated with increasing slafeT3 (10°M - 10°M), luciferase activity

was determined in a chemilumescence counter fatagstion of dose-response curves
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[s]-CTBP [*°S]-TR

GST GST-TRg, GST-SMRT GST-SRC-1 GST-SRC1

T3 - + - + - + - + +

Figure 5. TRB1 and SMRT interacted in vitro with CTBP. GST pddlwn experiments
examining the binding of'{S]-labeled CTBP with GST-TR, GST-SMRT and GST-SR@te

performed in the presence of vehicle of’ M of T3.
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