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Resumen
Fundamento y objetivo

El sindrome de resistencia a la accion de las hormonas tiroideas (SRHT), causado
mayoritariamente por mutaciones en el gen receptor beta de las hormonas tiroideas,
THRB, se caracteriza por la elevacion en los niveles séricos de hormonas tiroideas (HT)
con niveles elevados o normales de TSH. Se estudian cinco familias espafiolas con

fenotipo de SRHT.
Material y Métodos

Secuenciacion de THRB. Estudio del efecto de las mutaciones sobre la respuesta a T3 y
de su efecto dominante negativo, mediante transfeccion celular y ensayos de movilidad
electroforética (EMSA). Obtencion de cultivos de fibroblastos de pacientes con y sin
mutaciones en THRB para investigar la respuesta a T3 de los genes regulator of
calcineurin 2 (=ZAKI4) y Kruppel-like factor 9 (=BTEB) que son regulados

positivamente por las HT.
Resultados

En tres casos se detectaron mutaciones en THRB: R243Q, R320C y R429Q, todas
causando una disminucion en la respuesta a T3. R243Q y R320C presentaron un potente
efecto dominante negativo. La respuesta a T3 de ZAKI/4 y BTEB fue diferente entre los
sujetos sin mutacion en 7THRB; uno se comportd de forma similar al portador de R230C y

en el otro la expresion de los dos genes fue superior a la observada en controles normales.

Conclusiones



En tres de las cinco familias estudiadas se detectaron mutaciones en THRB, responsables
del cuadro clinico, dando lugar una menor respuesta a T3 y ejerciendo un efecto
dominante negativo. Los dos casos de SRHT sin mutacion en THRB obedecen a causas

distintas, todavia desconocidas.

Palabras Clave: Sindrome de resistencia a la accion de las hormonas tiroideas, receptor

beta de las hormonas tiroideas, gen THRB, mutacion.



Introduccion

El sindrome de resistencia a la accion de las hormonas tiroideas (SRHT) se caracteriza
por una disminucion en la sensibilidad tisular a la accion de las hormona tiroideas (HT)
(1,2). Los pacientes con SRHT presentan una elevacion en los niveles séricos de tiroxina
(T4) y/o triyodotironina (T3), y niveles séricos de hormona estimulante del tiroides
(TSH) inapropiadamente normales o elevados. Las manifestaciones clinicas son
variables, pudiendo coexistir en un mismo sujeto datos de hipotiroidismo e

hipertiroidismo, reflejo de que la resistencia es variable entre los diferentes tejidos (1-3).

La incidencia de SRHT se estima en 1 de 40000 nacidos vivos (4). La mayoria
obedece a mutaciones autosdmicas dominantes en el gen receptor beta de las hormonas
tiroideas, THRB (1,4), aunque en el 15% las causas se desconocen (1,4). En los tltimos
10 afos se han identificado dos entidades de sensibilidad disminuida a la accion de las
HT: una relacionada con mutaciones en el transportador de HT conocido como
transportador 8 de monocarboxilatos (MCTS) (5,6), y otra causada por mutaciones en el

gen selenocysteine insertion sequence-binding protein2 (SECISBP2 o SBP2) (7).

La mutaciones en el receptor beta (TR) responsables de SRHT, afectan a la parte del
receptor en donde se une la T3, y se asocian a una menor afinidad del receptor por la
hormona (8,9); con menor frecuencia, causan una interaccion defectuosa con co-factores
implicados en la accion de las HT (10). Para ejercer su efecto, los TRs se unen entre ellos
(homodimeros) o con otros receptores nucleares (hetorodimeros), principalmente con los
receptores X del acido retinoico (RXRs); estos dimeros se unen a secuencias especificas
del ADN conocidas como elementos de respuesta a las hormonas tiroideas (TRE). En la

ausencia de T3, los dimeros de TR se asocian a co-represores silenciando la transcripcion



de genes positivamente regulados por la T3. La unién TR-T3 da lugar a la disociacion de
los co-represores y al reclutamiento de co-activadores al dimero, estimulando la
transcripcion genica (10). Los TRBs mutados interfieren con las funciones fisioldgicas
del TR wildtype, fendmeno que se conoce como efecto dominante negativo (11), y que
implica la ocupacion de los TREs por el TR mutado con una o varias de las siguientes
propiedades: (a) disminucion en la afinidad o incapacidad total para unirse a la T3, (b)
mayor afinidad por co-represores (12-14), (d) disminucion en la capacidad para reclutar
co-activadores (15). La ocupacion de los TREs implica que los TR mutados conservan
su capacidad de unién al ADN y la capacidad de dimerizar como homo- o heterodimeros
(4); hasta la fecha no se han descrito pacientes con SRHT portadores de mutaciones que

afecten al lugar de union al ADN (4).

En el presente trabajo se estudian cinco casos con fenotipo clinico y bioquimico
sugestivo de SRHT. En tres sujetos se encontraron mutaciones y en dos no se detectaron
mutaciones en la region codificante de THRB. Se presentan evidencias in vitro de las
consecuencias funcionales de los TRP mutados; en concreto, se estudiaron: 1) la
capacidad de respuesta de los mutantes a T3 y 2) el efecto dominante negativo de los
mutantes sobre el TR wildtype, investigado de dos formas: incubando un gen reportero
(gen que se activa por accion del TR en presencia de T3) con el TRB wildtype y
concentraciones crecientes de los TR} mutados y cuantificando mediante un ensayo de
movilidad electroforética (EMSA), la disociaciéon de una secuencia especifica de ADN
del TRP wiltype y TRP mutados en presencia de dosis crecientes de T3. Por ultimo,

utilizando cultivos de fibroblastos procedentes de los pacientes se estudiaron los cambios



de expresion de los genes regulator of calcineurin 2 (RACN2, ZAKI4) y Kruppel-like

factor 9 (KLF9, BTEB), regulados positivamene por T3 en sujetos normales (16).

Material y Métodos.

Sujetos.

Caso 1. El propositus, un varén de 28 afios, fué remitido al Hospital Universitario Miguel
Servet para estudio de bocio. El paciente no referia sintomas sugestivos de
hipertiroidismo. Su talla era de 181 cm y su peso de 92,5 kg; presentaba un bocio
nodular, grado 2, sin otros hallazgos fisicos de interés. La TSH sérica era 2,57 pU/ml
(normal 0,41-4,94 pU/ml), T4 libre (FT4) 2,4 ng/dl (normal 0,85-1,69 ng/dL) y T3 libre
(FT3) 6,88 pg/ml (normal 2,53-4,29 pg/ml). Los valores de TSH séricos en respuesta a
TRH (100 pg en bolus) fueron: 0 min. 2,88 pU/ml, 30 min. 18,56 pU/ml, 60 min. 12,11
pU/ml. El arbol genealdgico se representa en la figura 1. La madre del propositus, el hijo
varon del propositus y dos hermanos de éste (un varén y una mujer) presentaban fenotipo

bioquimico sugestivo de resistencia a la accion de las hormonas tiroideas.

Caso 2. El caso indice, una paciente de 58 afios, fué remitida al Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago (CHUS) por hipertiroidismo (TSH 5,09 pU/ml, FT4 2,49 ng/dl
y FT3 5,81 pg/ml). Como antecedente personal presentaba infertilidad de causa
desconocida. El arbol genealdgico se resume en la figura 1. La paciente referia ser “muy
nerviosa de siempre”, “tener poca memoria para el estudio”, “no recordar bien las cosas”,
e hiperactividad en la infancia. No referia palpitaciones, temblores ni sudoracion. Su talla

era 159 cm y su peso 70 kg. No presentaba bocio y el resto de la exploracion fisica fue

normal. La ecografia y gammagrafia tiroideas no mostraron anomalias.



Caso 3. El caso index, una paciente de 34 afios, fue remitida al CHUS para estudio de
niveles séricos elevados de hormonas tiroideas. La paciente presentaba desde la infancia
ansiedad, hiperactividad, palpitaciones, incapacidad para concentrarse y desinterés por lo
estudios, abandonando la escuela a los 16 afios. Sus ciclos menstruales eran normales y
tuvo un embarazo y parto normales. En la figura 1 se representa el arbol genealogico. Su
talla era 160 cm y su peso 70 kg. Presentaba bocio difuso, pequefio, siendo el resto de la
exploracion fisica normal. La TSH sérica era 3,58 pU/ml, FT4 2,01 ng/dl y FT3 5,54

pg/ml. La ecografia y gammagrafia tiroideas no mostraron anomalias.

Caso 4. El caso index, una mujer de 51 anos, fue remitida por su psiquiatra al CHUS para
estudio de hipertiroidismo. Padecia trastorno bipolar tratado con litio. La paciente referia
palpitaciones que controlaba con atenolol. Su talla era 163 cms y su peso 66 kg;
presentaba un bocio pequefio, difuso y sin nédulos. Su TSH sérica era 4,45 pU/ml, FT4
1,89 ng/dl y FT3 5,23 pg/ml Los anticuerpos antiperoxidasa y antitiroglobulina fueron
negativos. Una gammagrafia tiroidea mostr6é una captacion aumentada. Un test de TRH
(100 pg en bolus) mostro los siguientes valores de TSH: 0 min. 4,33 mUI/L, 30 min. 5,49
mUI/L y 60 min. 5,40 mUI/L. La RNM de hipo6fisis no mostrd anomalias detectandose a
nivel de la protuberancia del tronco encefalico una masa de 1 cm con caracteristicas de

lipoma. Una densitometria dsea fue normal.

Case 5. El propositus, un nifio de 6 afios de origen eucatoriano, fue remitido al Hospital
General de Teruel tras detectarse una elevacion en los niveles séricos hormonas tiroideas.
La historia previa del nifio y su familia carecia de interés. Su talla era 107,8 cm
(percentil 3 para nifios espafoles, 10-25 para ecuatorianos) y su peso 20,5 kg (percentil

20-50 para nifos espafoles, 50 para ecuatorianos) (17). El examen fisico fue normal; la



edad 6sea concordaba con su edad cronoldgica. La TSH sérica era 2,51 mIU/L, FT4, 2,2
ng/dL y FT3, 6,3 pg/mL. Los anticuerpos antiperoxidasa y antitiroglobulina fueron
negativos. La ecografia tiroidea y RNM hipotdlamo-hipofisarias no mostraron anomalias.
El test de TRH (100 pg en bolus) mostrd los siguientes valores de TSH sérica: 0 min,

3,27 mUI/L, 30 min, 22,27 mUI/L y a 60 min, 17,29 mUI/L.
Analisis Genético.

El presencia de mutaciones en el gen THRB se realizd sobre ADN procedente de
células sanguineas (RealPure Extraccion Gendémico, Durviz SL, Espana). En los casos 4
y 5 se utilizaron también muestras de cDNA procedentes de fibroblastos de los pacientes.
Los exones 3 a 10 del gen THRB se amplificaron mediante PCR (condiciones y secuencia
de oligonucleotidos disponibles a peticion), y los productos purificados se secuenciaron
en un ABI PRISM 3100 utilizando dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction (Applied Biosystem, Madrid).
Estudios funcionales in vitro.
Construccion de los plasmidos.

Los vectores de expresion con los mutantes THRB R243Q y R320C se generaron
mediante mutagénesis dirigida (Quickchange II Site Direct Mutagnesis kit, Stratagene,
Alemania) sobre un vector THRB wildtype clonado en pcDNA1 (cedido por S Refetoff,
University of Chicago Medical Center, Illinois, USA) (la secuencia de nucledtidos de
mutagenesis y condiciones de PCR estan disponibles a peticion). El vector de expresion
con el mutante R429Q se generod sobre el vector pcDNA1-THRB wildtype, sustituyendo

un fragmento de 301 bp de éste por un fragmento similar procedente del paciente y que



contiene la mutacion, como se describié previamente (18). La correcta clonacion de los

plasmidos se comprobd mediante secuenciacion directa de todo el inserto.
Transfeccion de plasmidos.

Se emplearon células HepG2 (ECACC, UK) cultivadas en un medio compuesto de
DMEM (SIGMA, Espatfia), suero fetal bovino (FCS) (10%) y gentamicina (50 pg/ml), a
una temperatura de 37C, humedad del 100% y CO2 al 10%. Las células se en placas de
cultivos de 12 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 70%, retirondose entonces el
medio, lavondose las células con buffer fosfato salino (PBS) y, por ultimo, afiadiendo 1
ml de la solucion de transfeccion compuesta de DMEM, FCS (10%) libre de hormona
tiroidea, lipofectamina (Invitrogen, Espana), los vectores de expresion THRB y el vector
reportero Palx3-Luc (cedido por el Prof S Refetoff, University of Chicago Medical
Center) que expresa el gen de la luciferasa (Luc) bajo control de un promotor que tiene
tres copias de un TRE palindromico (AGGTCATGACCT) (18). La concentracion de los
vectores de expresion THRB fue 5 ng por pocillo y del gen reportero 1 pg por pocillo. La
cantidad total de ADN transfectado se ajustdo a 1.5 pg por pocillo con un plasmido
pcDNAI vacio. Transcurridas 24 horas, las células se lavaron con PBS y se incubaron en
un medio compuesto de DMEM, FCS (10%) libre de hormona tiroidea y gentamicina (50
ug/ml) durante 24 horas, afiadiendo a continuacion T3 a la dosis de 10°M, 10°*M y 10
"M, incubando las células durante otras 24 horas. Finalizada la incubacion, las células se
lisaron y se procedi6 a medir la actividad luciferasa mediante el Luciferase Assay System
(Promega, Madrid) en un luminémetro (Junior LB 9509, Berthold, Alemania). Las
transfecciones se realizaron en triplicados y cada experimento se realizé al menos en 2

ocasiones.



El efecto dominante negativo de los TR mutados se investigd cotransfectando el
plasmido TR wildtype con los pladsmidos TRP mutados a una relacion wildtype:mutado
de 1:1, 1:2 y 1:4, con una concentracion total de plasmidos de 5 ng por pocillo, utilizando

como reportero el plasmido Palx3-Luc (1 pg) y T3 a la dosis de 10"M.
Ensayo de Movilidad Electroforética (EMSA)

[35S]TRB wildtype y mutantes (243Q, 320C, 429Q) se obtuvieron mediante
transcripcion y traduccion in vitro de los respectivos plasmidos, empleando un lisado de
reticulocitos de conejo (Invitrogen, Espafia) en presencia de [35S] cisteina durante 1,5 h a
30 °C. Los productos de la traduccion (2uL) se resolvieron en un gel SDS-PAGE (10%)
durante 2 horas a 100 voltios, verificAndose su presencia en una pelicula fotografica

expuesta durante 32 horas a -80°C.

Como secuencia de unidén al TR se eligid la repeticion de la secuencia consenso
AGGTCA  separadas entre si por 4 bases, conocida como DR4
(AGCTTCAGGTCACAGGAGGTCAGA). Estos oligonucledtidos se anillaron en
presencia de 5 mM de cacadilato s6dico y 50 mM de NaCl, durante 2 minutos a 65°C.
Posteriormente se desfosforilaron con el enzima SAP-quinasa (Qiagen, Espafia) mediante
incubacion a 37°C durante 15 minutos, inactivando luego la enzima por incubacion a
65°C durante 15 minutos. Por ultimo, los oligonucledtidos se precipitaron con
etanol/acetato sddico y se resuspendieron en una concentracion de 100 ng/uL. Los
oligonucledtidos (100 ng) se marcaron con 2 pL de y¥P-ATP mediante una
polinucleétido quinasa T4 (Promega, Espafia) y se purificaron mediante columnas de

filtracion en gel G-50 (MicroSpintv, Amersham Pharmacia, Espaiia).
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Los oligonucleodtidos (*P-DR4) se incubaron con los TR beta obtenidos a partir de
la traduccion in vitro. La mezcla de reaccion estaba compuesta por: 10 pL. de tampon de
union 2X (Tris 40mM, pH 7.9; EDTA 2mM pH 7.9; NP40, 0.1%; Glicerol, 20%), 20 000
cpm 3?P-DR4, 1 pg de Poli dI.dC (Sigma Aldrich, Madrid), ImM de DTT (Sigma

Aldrich, Madrid) y 3 pL de lisado de reticulocitos.

En el caso de la muestra que se usé como control negativo, mediante inhibicidon por
competicion, se afiadié oligonucledtido no marcado, en una concentracion 100X de la

utilizada en el caso del oligonucle6tido marcado.

Al cabo de 45 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron a cada muestra 20 pL de
tampon de carga (Native Sample Buffer, Biorad, Madrid) y se procedié a cargar las
muestras en el gel para ser sometidas a electroforesis, que se realizo en geles verticales de
poliacrilamida al 10% en condiciones no desnaturalizantes. Como tampoén de
electroforesis se utilizd6 TBE 0.5X (tris 89mM; acido boérico 89mM; EDTA 2mM pH 8).
El gel se someti6 a 300 voltios durante 45 minutos y a 4°C, para posteriormente cargar las
muestras y desarrollar la electroforesis a 300V durante 1-1.30 horas. Por ultimo, tras

secado el gel se autorradiografié durante 3 horas a -80 °C.
Cultivos de fibroblastos y estudios de expresion génica.

Los cultivos de fibroblastos se obtuvieron a partir de una biopsia de piel de los
propositus de los casos 2, 4, 5 y de un varén y una mujer controles sanos. Los
fibroblastos crecieron y cultivaron en placas de 100 mm en DMEM, FCS (10%) y
gentamicina (50 pg/ml), a una temperatura de 37C y CO2 al 10%. A confluencia cercana
al 100% las células se tripsinizaron y transfirieron en el mismo medio de cultivo a placas

de 24 pocillos; alcanzada una confluencia del 95%, el medio se aspiro, las células se

11



lavaron tres veces con PBS, e incubaron en DMEM, gentamicina (50 pg/ml) y FCS
(10%) libre de hormonas tiroideas (18). Transcurridas 24 horas, se anadié T3 a la dosis
de 2x10° M, recogiéndose los fibroblastos para proceder a la extraccion de RNA total, al
tiempo 0 y a las 24 horas. El RNA total se extrajo con TRIzol (Invitrogen, Barcelona). La
retrotranscripcion se realizo sobre 1 pg de RNA total mediante la transcriptasa reversa
M-MLV (Invitrogen, Madrid), SuM de hexdmeros aleatorios y 2mM dideoxinucle6tidos
(Ecogen) en un volumen total de 20 pl. La expresion de ZAKI4, BTEB y del control
interno RNA polimerasa 11, se cuantificé por PCR en tiempo real en un Light Cycler 2.0
(Roche, Barcelona) mediante sondas y oligonucleétidos especificos diseiados mediante
la Universal ProbeLibrary (Roche). Las reacciones se llevaron a cabo con 5 pl de
QuantiTect Probe PCR Kit Master Mix (Qiagen, Madrid), 0.2 pl de la sonda
ProbeLibrary, 0.3 uM de cada oligonucleétido, 10 ng de cDNA, y agua libre de RNases
en un volumen final de 20 pl (el nimero de sonda Universal ProbeLibrary, la secuencia
de oligonucleotidos y las condiciones de la PCR en tiempo real pueden obtenerse
poniéndose en contacto con los autores). La expresion génica se normalizé utilizando la
RNA polymerasa IT como gen de referencia y aplicando el método 224 €T (19), dandole a

la expresion a tiempo 0 el valor arbitrario de 1.
Analisis de datos.

Los resultados de los experimentos de transfeccion y de expresion génica se
analizaron con el programa informativo SPSS 14.0 (Chicago, Illinois, USA). La

comparacion entre grupos se realizo mediante el test estadistico t-student.
Resultados.
Analisis genético.
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Todas las mutaciones encontradas fueron heterocigotas. El proposito del caso 1
presentd la mutacion ¢.728G>A, localizada en el exdn 7 del gen THRB, que da lugar a la
sustitucion de una Arginina por Glutamina en el codon 243 (R243Q). El proposito heredo
la mutacion de su madre, y la misma mutacion se encontré en un hermano, una hermana
y un hijo varén del proposito (figura 1). En el caso 2, la paciente indice presentd la
mutacion ¢.958C>T, localizada en el exdén 9, originando la sustitucion de una Arginina
por una Cisteina en el codén 320 (R320C). Al no disponer de ADN de los progenitores, y
dado que su unica hermana no present6 la mutacion, se desconoce si aquella heredo la
mutacion o si es una mutacion de-novo (figura 1). La paciente indice del caso 3 presentd
la mutacion ¢.1286G>A, localizada en el exén 10, dando lugar a la sustituciéon de una
Arginina por una Glutamina en el codon 429 (R429Q). La mutacién no se encontré en
sus progenitores ni hermanos, lo que sugiere que es una mutacion de-novo (figura 1). En
los propositus de los casos 4 y 5 no se detectaron ni mutaciones en la region codificante

ni anomalias en el splicing the gen THRB.
Estudios funcionales in vitro.

Tanto el TRP wildtype como los mutantes mostraron capacidad de unirse al DR4
(figura 2A); sin embargo, mientras TR wildtype se disoci6 de DR4 con dosis
fisiologicas de T3 (10 M), los mutantes requirieron dosis suprafisiologicas de T3,
superiores para 243Q y 320C respecto a 429Q (figura 2A). En células HepG2
transfectadas con TR wildtype o con los mutantes se observé un aumento en la actividad
luciferasa con dosis crecientes de T3 (figura 2B); sin embargo, para cada dosis de T3 la
actividad luciferasa fue inferior en los mutantes 243Q y 320C respecto al TR wildtype

(figura 2B); para 429Q las diferencias respecto a TR wildtype fueron significativas s6lo

13



para la dosis 10 M. Los mutantes 243Q y 320C ejercieron un claro efecto dominante
negativo sobre el TRP wildtype, que en el caso del 429Q sbélo se observd con una

cantidad de mutante 4 veces superior al TR wildtype (figura 3).
Estudios de expresion génica en fibroblastos.

Los fibroblastos procedentes de sujetos control presentaron un aumento en la expresion
de BTEB de 2-2,5 veces y de ZAKI4 de 4-4,8 veces tras 24 horas de incubacion con T3
respecto al tiempo O (figura 4). En fibroblastos procedentes del heterocigoto para R320C,
no se observaron cambios en la expresion de Z4AK/4 aumentando la expresion de BTEB
2,5 veces (figura 4). En el caso de fibroblastos procedentes de los sujetos con fenotipo de
SRHT sin mutaciones en THRB, la respuesta a T3 fue diferente; mientras que en el
proposito del caso 4 se observo una respuesta similar al heterocigoto para R320C (figura
4), en el proposito del caso 5 se observo un incremento en la expresion de ZAKI4 y BTEB

superior incluso los controles (figure 4).
Discusion.

El nivel de TSH sérica es un marcador muy sensible de disfuncion tiroidea. De hecho,
tanto en el hipertirodismo como en el hipotirodismo, los valores séricos de TSH
disminuyen o aumentan respectivamente, antes de que se detecten alteraciones en los
niveles séricos de hormonas tiroideas. La elevacion en sangre de T4 y/o T3 se asocia casi
siempre con un descenso en los niveles séricos de TSH, por lo que niveles normales o
aumentados de TSH sérica en presencia de niveles elevados de T4 y/o T3 no son
habituales, y orientan hacia la presencia en suero de algiin factor que interfiera con la

determinacion de hormonas tiroideas (20), de un tumor hipofisario secretor de TSH (21)
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o de SRHT (1). La presencia en suero de un factor que interfiera con la determinacion de
una de las hormonas tiroideas no suele afectar a la determinacion de ambas, T4y T3,y
los pacientes no presentan datos clinicos de disfuncion tiroidea; la determinacién
hormonal por de otro método suele resolver el dilema y, en caso de duda, se puede
realizar una dilucion del suero con finalidad de lograr que el factor no interfiera en el
ensayo; si el factor sérico que interfiere con la determinacion hormonal es un anticuerpo,
la precipitacion de inmunoglobulinas en suero suele eliminar la interferencia (20). La
presencia de un tumor secretor de TSH puede descartarse con la realizacion de una RNM
de hipofisis, con un test de TRH (en caso de tumor no hay respuesta), y con la
determinacion de la subunidad alfa hipofisaria (elevada en presencia de adenoma
hipofisario). En caso de duda, el curso clinico y la historia familiar son de utilidad. Por
ultimo, la sospecha de SRHT se establece en base a la clinica del paciente, su evolucion,
historia familiar y, de persistir la incertidumbre, tras descartar la existencia de un
adenoma hipofisario secretor de TSH; el diagnoéstico de SRHT se establece con certeza

en caso de encontrar mutacion en el gen THRB (4).

En el presente estudio, 3 de los 5 casos con sospecha de SRTH presentaron mutaciones
en el gen THRB. Las 3 mutaciones han sido descritas con anterioridad, y se localizan
dentro de los 3 clusteres en donde residen todas las mutaciones naturales descritas hasta
la fecha. Estas zonas comprenden la regién de unién a la T3, y la region conocida como
bisagra o flexible del receptor que separa la parte de union al ADN de la region
carboxiterminal de union a la hormona. La elevada mutagenicidad de estas regiones se
debe a la presencia en el ADN de zonas ricas en los nucledtidos G y/o C o a la presencia

de dinucledtidos CpG (4). Las tres mutaciones encontradas son heterocigotas; sin
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embargo, el cuadro de SRTH no se debe a haploinsuficiencia ya que individuos con
deleccion de uno de los alelos TR wildtype no presentan SRTH (4), sino que obecede a
que el TRP mutante interfiere con la funcion del receptor wildtype, fenomeno conocido

como dominante negativo (4).

La mutacion R243Q (caso 1) afecta al residuo Arginina®** situado en una zona rica en
dinucledtidos CpG en la parte bisagra del receptor (22), y provoca el cambio de Arginina
por Glutamina. Los estudios de transfeccion mostraron que el mutante 243Q ejerce un
importante efecto dominante negativo sobre el TRB wildtype y, mediante EMSA, se
demostré que incluso con dosis muy elevadas de T3, 243Q permanece unido DR4. Esto
implica que 243Q no tiene alteradas sus capacidades de union al ADN, de
heterodimerizacion y de unién a co-represores (22,23). A pesar del notable cuadro clinico
de SRHT de los pacientes portadores de esta mutacion, estudios in vitro han demostrado
que este mutante no tiene una disminucion importante en la capacidad de unién a la T3
(13,22); sin embargo, la union de T3 a 243Q disminuye notablemente una vez que el
mutante de une al ADN, perdiendo ademas la capacidad de disociarse del co-represor
NCoR (12,22). Estudios de cristalografia han demostrado que la mutacion R243Q
aumenta la flexibilidad y movilidad de la region del receptor en donde se encuentra,
desestabilizando la parte de unidn a la hormona y alterando la liberacion de co-represores

una vez unida la hormona (24).

La mutacion R320C (caso 2) afecta al residuo Arginina*?’ situado en una zona rica en
dinucledtidos CpG que forma parte de la region de union a la T3 (4). La mutacién
provoca el cambio de Arginina por Cisteina y ha sido ampliamente descrita (25,26). Al

igual que en el caso anterior, 320C ejerce un importante efecto dominante negativo sobre
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el TRPB wildtype, y su disociacion de DR4 requiere dosis muy elevadas de T3. Estudios
previos han demostrado que mutaciones naturales en la Arginina’?® presentan una

disminucién superior al 50% en la capacidad de unién a la T3, factor responsable del

SRHT (27)

La mutacion R429Q (caso 3) afecta al residuo Arginina*?® situado en una region rica en
dinucleotidos CpG en el dominio de unién a la T3 (4). Esta mutacion origina el cambio
de Arginina por Glutamina. En caso indice presenté manifestaciones clinicas sugestivas
de hipertiroidismo, y los experimentos in vitro mostraron que el receptor mutado
responde de forma similar al TRP wildfype en cuanto al estimulo de la actividad
luciferasa del gene reportero PAL3-luc, requiriendo dosis menores de T3 que los otros
dos mutantes estudiados de T3 para disociarse del elemento DR4. 429Q requiere una
concentracion 4 veces superior al wildtype para ejercer el efecto dominante negativo
sobre un reportero Pal3-Luc, que es regulado positivamente por T3. El comportamiento
clinico y los resultados de los estudios in vitro concuerdan con estudios previos, en donde
se sugiere que este mutante causa resistencia central a la accion de las hormonas tiroideas
(28). De hecho, 429Q tiene un mayor efecto sobre la transactivacion de genes regulados
por las hormonas tiroideas en sentido negativo que sobre genes regulados en sentido
positivo (4). La subunidad alfa de TSH y el TRH estan regulados negativamente por la
T3, por lo que los sujetos portadores de 429Q debieran de presentar una alteracion en la
accion de las hormonas tiroideas a nivel hipotalamo hipofisario (29); en este sentido,
estudios in vitro han mostrado que 429Q bajo la accion de la T3, ejerce una menor

inhibicion sobre la regulacion de TRH y TSH alfa que el TRB Uwildtype (30), lo que
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explicaria la elevacion de la TSH y, al no existir resistencia periférica a la T3, los

sintomas de hipertirodismo de la paciente.

En los sujetos de los casos 4 y 5 no se encontraron mutaciones en la region
codificante del gen 7THRB en muestras de ADN procedentes de linfocitos. Asi mismo,
tampoco se encontraron evidencias de anomalias en el splicing del gen en las
amplificaciones de cDNA procedente de fibroblastos de los pacientes. La prevalencia de
casos de SRHT sin mutaciones en el gen THRB es del 15% habiéndose descartado la
existencia de mosaicismos y de mutaciones en diferentes co-activadores, co-represores,
co-reguladores y transportadores (4). Aunque nuestro estudio no revelo la causa de la
resistencia a la accion de las hormonas tiroideas en estos dos sujetos, los estudios in vitro
sugieren que los mecanismos son diferentes para cada uno de estos sujetos. Los cambios
en la expresion de ZAKI4 y BETB tras la administracion de T3 en los fibroblastos del
caso 4, son similares a los observados en el sujeto con la mutacion R320C; esto sugiere
que la resistencia en este caso esta relacionada con un defecto en la accion del TRf; una
posibilidad es que este defecto se debe a una alteracion en los co-represores o co-
activadores o en otros receptores nucleares que dimerizan con TR. Los cambios en la
expresion de ZAKI4 y BETB en los fibroblastos del sujeto 5 fueron diferentes,
presentando un aumento en la expresion incluso superior a la observada en fibroblastos
de los sujetos control. Esta observacion indica que los fibroblastos de este sujeto son
capaces de transportar T3 y no son resistentes a la accion de la T3. La elevacion de T4 y
T3 sugiere ademas que no existe un defecto en la conversion de T4 en T3, y que la accion
de las desyodinasas 1 y 2 esta conservada. Aunque en base a todos estos datos se podria

hipotetizar que el sujeto presenta una resistencia central a la accion de las hormonas
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tiroideas, la RNM de hipoéfisis fue normal y los hallazgos de la anamnesis y exploracion
fisica no evidenciaron datos de hipertiroidismo, esperables en un cuadro de resistencia
central. Dado que ZAKI4 y BETB son genes regulados por TR (16), existe pues la
posibilidad es que el sujeto sea portador de una mutacion en TRa; sin embargo, hasta la
fecha no se han descrito sujetos con mutaciones naturales en TRa y se desconoce por ello

que fenotipo clinico-bioquimico pudieran presentar.
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Figuras

Figura 1. Arboles genealdgicos. Las flechas sefialan a los sujetos proposito y los
portadores de mutaciones se representan en negro.

Figura 2. A. Unién-disociacion del ADN. Mediante ensayos de movilidad
electroforética (EMSA) se comprobo que TR wildtype y los tres mutantes se unen a una
secuencia DR4; el receptor wildtype se disocid de la union al ADN con dosis fisioldgicas
de T3 permaneciendo los mutantes unidos; 243Q y 320C requirieron las dosis mas
elevadas de T3 para disociarse. B. Actividad luciferasa en células HepG2
transfectadas con diferentes receptores. Tanto TRp wildfype como los mutantes
estimularon la actividad luciferasa del plasmido Palx3-luc, sugiriendo que se unen a éste
y a la hormona tiroidea; 243Q y 320C presentaron una respuesta menor que el TRf
wildtype para todas las concentraciones de T3 mientras que con 429Q la respuesta fué
inferior para 10°M pero no para dosis superiores de T3.

Figura 3. Efecto dominante negativo. Los mutantes 243Q y 320C ejercieron un potente
efecto dominante negativo sobre el receptor TR wildtype evidente con una relacién
wildtype:mutante 1:1; para 429Q dicho efecto sélo se observd a concentraciones cuatro
veces superiores del receptor mutado.

Figura 5. Expresion génica en cultivos de fibroblastos. El aumento en la expresion de
ZAKI4 y BTEB en cultivos de fibroblastos tratados con T3 durante 24 horas fue menor en
aquellos procedentes del sujeto portador de R320C respecto a los controles normales; los
fibroblastos procedentes del caso indice 4 respondieron de forma similar a R320C; en los
fibroblastos del caso indice 5, el aumento en la expresion de ZAKI4 y BTEB fue superior

a los sujetos controles.
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R243Q/WT | WT/WT

/v
1 2 3 4 5
R243Q/WT WT/WT WT/WT R243Q/WT R243Q/WT

ITIA

1 2
WT/WT  R243Q/WT

27

Caso 2

IB O——JZ,/

1IB
7 2
R320C/WT WT/WT
Caso 3
e O~
1 2

WT/WT WT/WT

S e

WT/WT WT/WT R429Q/WT




Figura 2

0109108107 0 109104107

0 10910107

0 10°10%107

T3 (M)

243Q 320C 429Q

RL TRBWT

Ui

T T T
(=] o o (=] o
wn <t ™ ~N -

Bsela}1on| pepPIAIIoE Ud ojuawny

0 10°10¢ 107 0 109102 107 0 10°10% 107

0 10°10°107

T3(M) 0 10°10% 107

TR BWT 243Q 320C 429Q

Pal3Luc

28



Figura 3
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Figura 4
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