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PROJETO DE PESQUISA:

Expressao, purificacdo e caracterizacao de receptores nucleares.

Receptores nucleares (NRs) s&o proteinas reguladoras do desenvolvimento e diferenciacdo
celular e da fisiologia orgénica, tendo como funcdo regular a transcricdo génica. Eles séo fatores
de transcricdo dependentes de ligante que atuam em sequéncias especificas de DNA, conhecidas
como elementos responsivos a receptores nucleares (REs). Dentro desta familia de proteinas,
encontram-se 0s receptores nucleares 6érfaos, assim denominados porque foram identificados sem
um conhecimento prévio de sua associacdo a um ligante.

Por estarem envolvidas com a transcricdo génica e a regulacdo de varios mecanismos de
sinalizacdo celular estas proteinas estdo ligadas a varios processos fisioldgicos como homeostase,
proliferacdo celular, metabolismo e, portanto estdo intimamente relacionadas a vérias doencas,
sendo considerados excelentes alvos para o desenvolvimento de farmacos.

De um modo geral os NRs se encontram ligados a correpressores na auséncia de ligantes.
Estes correpressores transcricionais atuam recrutando complexos protéicos contendo deacetilases
de histonas (histone deacetylases, HDAC) o que resulta na repressdo génica. Por outro lado, na
presenca de ligantes, os NRs sofrem mudancas conformacionais que levam ao desligamento dos
correpressores e permitem o recrutamento de proteinas coativadoras. Os coativadores, por sua vez,
atuam no recrutamento de complexos que acetilam histonas (histone acetyl-transferases, HAT)
levando a descondensacgdo da cromatina, permitindo que em seguida a maquindria de transcri¢do
possa iniciar a transcricdo dos genes alvos.

Neste projeto temos por objetivo caracterizar dois NRs em especifico como o receptor de
horménio tireoideano (TRa) e o receptor homdlogo sem cauda (tailless homolog, TLX).

O TR tem como ligante o hormdnio tireoideano triiodotironina (T3) e esta relacionado a
diferentes patologias como inflamagdo, disturbios causados pelos hormonios tireoidianos
(hipotireoidismo e/ou hipertireoidismo), cardiopatias e, até mesmo, obesidade e variacbes nos
niveis de colesterol. No nosso organismo encontram-se quatro isoformas bem caracterizadas do
TR: TRal, TRa2, TRBL1 e TRP2 e outras isoformas menos estudadas, identificadas mais
recentemente. Até o presente momento nenhuma diferenga funcional entre as isoformas foi
demonstrada, entretanto a manutencdo dos genes alfa e beta durante a evolugdo dos vertebrados
sugere a existéncia de diferencas funcionais entre elas. O TRa é expresso em muitos sistemas

fisiolégicos, como sistema endocrino, metabolico, gastrointestinal, reprodutivo e cardiopulmonar;
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apresentando altos niveis de expressdo no sistema nervoso central incluindo cerebelo e
hipotdlamo. Além de estar envolvido nas patologias de hiper e hipotireoidismo, 0 TR também esta
relacionado com problemas cardiovasculares, problemas inflamatérios e diversos tipos de
cancer.**

O TLX, diferentemente do TR é um receptor nuclear 6rféo, para o qual nenhum ligante foi
identificado até o0 momento. Ele é expresso exclusivamente no cérebro e no corpo estriado, sendo
um regulador chave da neurogénese. Este receptor foi menos estudado que o TR até o momento,
mas sabe-se que esta ligado a patologias que envolvem o sistema nervoso central e o cérebro,
como por exemplo, foi visto que sua expressao evita distrofia de retina, pois esta envolvido no
desenvolvimento ocular e estudos mais recentes mostram que pode estar envolvido em Alzheimer
também.>®

Assim como todos os NRs, o TR e o TLX apresentam uma estrutura organizada em
dominios. O dominio N-terminal apresenta a funcdo de ativacdo independente de ligante e ndo é
bem estruturado; um dominio de ligacdo ao DNA conhecido como DBD (DNA binding domain)
que € bem conservado, responsavel pelo reconhecimento e ligagdo aos REs; um hinge mével que
liga o DBD ao dominio seguinte e atua na dimerizacdo dos receptores e um dominio de ligacéo ao
ligante (LBD, ligand binding domain) responsavel pela ligacdo ao horménio e também pela
dimerizagéo dos receptores.

Neste sentido, o objetivo deste projeto é caracterizar por métodos biofisicos o receptor
TRa completo e sua interacdo com proteinas coativadoras, uma vez que nenhuma estrutura ou
estudos na literatura com este receptor apresentam a proteina completa, apenas dominios
separados. E, no caso do TLX propde-se caracterizar os dominios separados e o receptor
completo. Para tanto sera feita a expressdo das proteinas em bactéria; purificacdo das mesmas por
afinidade e filtracdo em gel; e a caracterizacdo biofisica das proteinas puras utilizando técnicas
como dicroismo circular (CD) para avaliar a estrutura secundaria das proteinas produzidas, ensaios
de thermalshift (TSA), fluorescéncia, espalhamento de luz dinamico (DLS), gel nativo, além de
testes de cristalizacdo e experimentos de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS).
Ressaltando que estes estudos sdo extremamente importantes para entender o funcionamento
destes receptores e buscar novas interfaces de interac6es que podem ser alvos promissores para o

desenvolvimento de farmacos.
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