
UFRRJ 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇAO MULTICÊNTRICO 

EM CIÊNCIAS FISIOLÓGICAS  

 

 

 

 

TESE 

 

 

PAPEL DO RECEPTOR β1-ADRENÉRGICO NA MODULAÇÃO 

DA HIPERTROFIA CARDÍACA INDUZIDA PELO HORMÔNIO 

TIREOIDIANO 

 

 

 

 

ANDERSON LUIZ BEZERRA DA SILVEIRA 

 

 

 

 

 

 

2014 

 



ii 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO MULTICÊNTRICO EM 

CIÊNCIAS FISIOLÓGICAS  

 

 
 

PAPEL DO RECEPTOR β1-ADRENÉRGICO NA MODULAÇÃO 

DA HIPERTROFIA CARDÍACA INDUZIDA PELO HORMÔNIO 

TIREOIDIANO 

 

 

 

ANDERSON LUIZ BEZERRA DA SILVEIRA 

 

 

Sob a orientação do professor 

Emerson Lopes Olivares 

 
 

Tese submetida como requisito parcial 

para obtenção do grau de Doutor em 

Ciências Fisiológicas, no Programa 

Multicêntrico de Pós-Graduação em 

Ciências Fisiológicas, área de 

concentração em Fisiologia. 

 

Seropédica 

Setembro de 2014 



iii 
 

UFRRJ / Biblioteca Central / Divisão de Processamentos Técnicos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

616.1 

S587p 

T 

 

 

Silveira, Anderson Luiz Bezerra da, 1979- 

   Papel do receptor β1-adrenérgico na 

modulação da hipertrofia cardíaca induzida 

pelo hormônio tireoidiano / Anderson Luiz 

Bezerra da Silveira. – 2014. 

   120 f.: il. 

 

   Orientador: Emerson Lopes Olivares. 
   Tese (doutorado) – Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro, Curso de Pós-

Graduação em Ciências Fisiológicas, 2014. 

   Bibliografia: f. 85-106 

 

   1. Coração - Hipertrofia - Teses. 2. 

Beta adrenérgicos – Teses. 3. Hormônios 

tireoidianos - Teses. 4. Rato como animal 

de laboratório – Teses. I. Olivares, 

Emerson Lopes, 1973- II. Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso de 

Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas. 

III. Título. 

  

  



iv 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE BIOLOGIA 

DEPARTAMENTO DE CIÊNCIAS FISIOLÓGICAS 

PROGRAMA MULTICÊNTRICO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 
FISIÓLOGICAS 

 

ANDERSON LUIZ BEZERRA DA SILVEIRA 

Tese submetida como requisito parcial para obtenção do grau de Doutor em 
Ciências Fisiológicas no Programa Multicêntrico de Pós-Graduação em 
Ciências Fisiológicas, área de concentração em Fisiologia 

 

 

TESE APROVADA EM 25 / 09 / 2014.  

 

 

 

 

 



v 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho ao professor 
Pancrácio de Almeida Esmeraldo que foi 
o primeiro a vislumbrar esse momento 15 
anos atrás. 

 



vi 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Inicialmente eu gostaria de agradecer a toda minha família (pai, mãe, 

irmãos e esposa) por ter me dado suporte pra que eu chegasse até aqui. 

Queria agradecer de todo o meu coração aos amigos e professores Dr. 

José Henrique e Dr. Paulo Scherer, que mesmo sem me conhecerem me 

oportunizaram conhecer o departamento de ciências fisiológicas e, por 

conseguinte, o Programa Multicêntrico de pós-graduação em Ciências 

Fisiológicas. 

Aos amigos de todas as horas do DCF por me ajudarem em todos os 

momentos acadêmicos, viagens, confraternizações, alegrias e também por 

terem divido algumas frustrações comigo. Não posso deixar de citar alguns 

nomes como: Roberto Laureano, Fabricia Fonseca, Danilo Borges, Iracema 

Araújo, Claudio Almeida, Rafael Sonoda, Guiniver, George, André Mecawi.  

A todos os amigos que fiz na UFRJ, em especial, a grande parceira 

Isalira que foi uma pessoa sensacional e incansável em ajudar com o 

ecocardiograma. Além de todos os amigos do laboratório de farmacologia e 

fisiologia cardiovascular. Também, não posso esquecer-me do professor José 

Antunes Rodrigues, Elisa, Claudia e todos os amigos da USP-FMRP. 

Sou eternamente grato a todos os professores do DCF por me 

transformar, ensinar e ampliar meus horizontes. Especialmente, gostaria de 

citar alguns professores que foram muito importantes nessa minha caminhada: 

Dr. Wellington Cortes, Dr. Fabio Fagundes, Dra. Michelle Marassi, Dr. 

Frederico Argollo, Alba Cenélia, Luciano Fernandes.  

Gostaria de destacar ainda, que não só a minha pessoa, mas todos os 

alunos do programa de pós-graduação do DCF são e serão eternamente gratos 

ao Prof. Dr. Luis Carlos Reis, pois se não fosse esse visionário científico, 

possivelmente, não teríamos o nosso programa em ciência fisiológica. Além 

disso, a minha caminhada não teria sido tão rica sem a amizade e sapiência do 

“mestre Luis”. 

Sou muito grato também todos os meus alunos do Laboratório de 

Fisiologia e Desempenho Humano. Raoni, Cesar, Wallace, Welington, Iggor, 

Karolyne, Josias, Luis Fernando, Andressa, Raquel, Diego, Renata. Cada um 



vii 
 

de vocês, mesmo sem saber, sempre foi um grande estímulo pra mim nessa 

caminhada. 

De modo geral gostaria de agradecer a vida por me oportunizar 

conhecer tantas pessoas novas durante esse tempo de pós-graduação e me 

tornar um professor e cientista melhor. 

Finalmente, não poderia deixar de agradecer ao meu orientador 

Emerson Lopes Olivares pelo apoio e confiança, que mesmo sem me conhecer 

encarou o desafio de orientar um desconhecido da educação física. Muito 

obrigado pela compreensão e pelas oportunidades que você me concedeu. E 

não posso esquecer a sua própria frase “você foi um pai pra mim”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

RESUMO 

 

Silveira, Anderson Luiz Bezerra. Papel do receptor β1-adrenérgico na 
modulação da hipertrofia cardíaca induzida pelo hormônio tireoidiano. 
2014. 107 p. Tese (doutorado em Ciências Fisiológicas). Instituto de Biologia, 
Departamento de Ciências Fisiológicas, Universidade Federal Rural do Rio de 
Janeiro, Seropédica, RJ, 2014. 

 

A função do receptor β-adrenérgico na mediação da hipertrofia cardíaca no 
hipertireoidismo não é bem descrito na literatura e uma abordagem mais ampla 
faz-se necessária. Os objetivos deste estudo foram divididos em duas etapas, 
onde a primeira teve como propósito caracterizar o modelo de hipertrofia por 
T3. Já a segunda etapa procurou avaliar o papel do receptor β-1 adrenérgico na 
modulação da sinalização celular envolvida na hipertrofia cardíaca. A 
metodologia na primeira etapa caracterizou-se pela administração de T3 (i.p.) 
em camundongos machos durante 12 dias e ao final foram realizadas análises 
eletrocardiográficas e de variabilidade da frequência cardíaca. Na segunda 
etapa animais selvagens (WT) e com deleção para o receptor β1-adrenérgico 
(β1KO) foram submetidos ao protocolo de hipertireoidismo por T3 (s.c.) durante 
10 dias. Posteriormente, os animais foram submetidos ao exame de 
ecocardiografia e estudo post mortem. Na primeira fase o protocolo utilizado 
elevou significativamente os níveis séricos de T3, além de aumentar a Ang I, 
Ang II e reduziu o ANP no coração, confirmando a eficiência do modelo. A 
análise de variabilidade da frequência cardíaca demonstrou aumento da 
modulação simpática, nos animais tratados com T3 (p < 0,05). Durante a 
segunda etapa, os animais WT tratados desenvolveram hipertrofia cardíaca 
fisiológica, enquanto os animais β1KO desenvolveram hipertrofia patológica de 
acordo com a análise ecocardiográfica. O ANP plasmático e cardíaco 
demonstrou alteração em seu conteúdo de maneira dependente do receptor 
β1-adrenérgico nos grupos tratados com T3 (p < 0,05). Não foi encontrada 
nenhuma alteração no conteúdo de Ang I e Ang II plasmática ou cardíaca entre 
os grupos (p > 0,05). Ao observar as proteínas envolvidas na sinalização 
celular foi observado que os animais β1KO apresentaram menor ativação de 
PKA quando comparada com os animais WT (p < 0,05). Os animais β1KO 
tratados com T3 apresentaram a maior ativação da ERK1/2 quando comparado 
a todos os grupos. Em relação à ativação da via Akt e fosforilação da proteína 
4E-BP1 não foi identificada nenhuma diferença entre os grupos (p > 0,05). Por 
outro lado, a ativação da p38 foi significativamente maior nos animais WT 
tratados com a T3 quando comparados aos seus controles e também aos 
animais β1KO tratados (p < 0,05). Conclui-se que o protocolo de administração 
de T3 utilizado é eficiente em simular hipertireoidismo e que os receptores β1-
adrenergicos exercem papel crucial na modulação da hipertrofia cardíaca 
fisiológica por mediar a inibição da sinalização da ERK1/2 no coração, através 
da ativação da p38. 
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ABSTRACT 

 

Silveira, Anderson Luiz Bezerra. Role of β1-adrenergic receptor modulation 
on thyroid-induced myocardial hypertrophy. 2014. 107 p. Tese (doutorado 
em Ciências Fisiológicas). Instituto de Biologia, Departamento de Ciências 
Fisiológicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 
2014. 

 

The role of β-adrenergic receptor mediating cardiac hypertrophy in 
hyperthyroidism is not described in the literature and a better comprehensive 
approach is needed. The purposes of this study were divided into two stages, 
which the first one aimed to characterize the pattern of hypertrophy induced by 
T3. The second stage aimed to assess the β1-adrenergic receptor role in 
cellular signaling modulation involved in cardiac hypertrophy. The methodology 
of the first stage was characterized by the T3 administration (i.p.) in male mice 
for 12 days (n=40), after that the electrocardiographic and heart rate variability 
analyzes were performed. In the second step wild (WT; n=16) and β1-
adrenergic receptor knockout animals (β1KO; n=13) were subjected to a 
hyperthyroidism protocol (s.c.) for 10 days. Subsequently, the animals 
underwent echocardiography analysis and post mortem study. The institutional 
research ethics committee approved this study (protocol # 207/2012). In the first 
step the protocol significantly increase serum T3 levels and increase Ang I, Ang 
II and decrease ANP in the heart, confirming the efficiency of the model. The 
analysis of heart rate variability showed increased sympathetic modulation in 
animals treated with T3 (p < 0.05). During the second stage, the WT treated 
developed physiological cardiac hypertrophy, while β1KO developed 
pathological hypertrophy according to echocardiographic analysis. Plasma and 
heart ANP levels were dependent to β1-adrenergic receptor (p <0.05). No 
change was found for plasma and heart levels of Ang I and Ang II between 
groups (p > 0.05). Targeting the proteins involved in cellular signaling, the β1KO 
showed less PKA activation in comparison with WT (p < 0.05). The β1KO group 
treated with T3 showed greater activation of ERK1/2 when compared to other 
groups. There was not identified difference between groups for Akt activation 
and 4E-BP1 phosphorylated protein (p > 0.05). Furthermore, activation of p38 
was significantly higher in WT treated when compared to their controls or β1KO 
treated with T3 (p < 0.05). We conclude that T3 protocol is efficient to induce 
hyperthyroidism, and the β1-adrenergic receptors play a crucial role in 
modulating physiological cardiac hypertrophy by inhibiting ERK1/2 signaling in 
the heart, through p38 activation. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os hormônios tireoidianos desempenham funções fisiológicas 

importantes em diversos tecidos, uma delas é a hipertrofia cardíaca, 

caracterizada pelo aumento da área de seção transversal dos cardiomiócitos. 

Entretanto, em situações em que o indivíduo apresente um quadro de excesso 

de hormônio tireoidiano (hipertireoidismo) essa hipertrofia poderia se 

caracterizar como uma condição patológica, já que algumas evidências 

demonstram ações genômica e não-genômica no coração. No entanto, o 

conhecimento a respeito desse efeito ainda é controverso na literatura cientifica 

e necessita de mais investigação. 

Além disso, deve ser destacado que a hipertrofia cardíaca induzida 

pela tireotoxicose é cercada por uma série de respostas regulatórias 

desencadeadas por outros sistemas fisiológicos que desempenham papeis 

importantes, tais como o sistema renina-angiotensina, em especial o cardíaco, 

que atualmente, tem sido um dos principais mecanismos descritos para 

explicar a hipertrofia cardíaca no modelo de hipertiroxinemia. Alguns estudos 

direcionam suas explicações para a elevação dos níveis de Angiotensina II 

mediante os eventos estressores, causando a intensa estimulação dos 

receptores β-adrenérgicos.  

No entanto, existe uma grande controversa sobre a participação dos 

receptores β-adrenérgicos, com especial atenção para o β1-AR, na mediação 

da hipertrofia cardíaca induzida pelo hormônio tireoidiano, e essas divergências 

são ainda maiores quando se refere as vias de sinalização celular envolvidas 

nesse modelo de hipertrofia. Portanto, para ajudar esclarecer essa controversa, 

utilizamos como modelo experimental em nosso trabalhado, camundongos com 

deleção dos β1-ARs, também conhecidos como knockout, com o intuito de 

aprofundar o estudo a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na 

hipertrofia cardíaca, pois acreditamos que essas respostas seriam de extrema 

relevância para o maior conhecimento da fisiologia e do ponto de vista 

translacional, esses dados contribuem sobremaneira para a clínica médica, 

uma vez que o antagonismo dos receptores β-adrenérgicos é a uma das bases 

farmacológicas mais importantes no tratamento atual da tiroxinemia. 
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Então, com base em dados não publicados do nosso laboratório 

(Olivares et al., 2010) que mostraram que a hipertrofia cardíaca induzida pelo 

hormônio tireoidiano, neste caso tiroxina, na dose de 600µg/kg i.p. em ratos 

Wistar, foi dependente do receptor AT1 (testado por meio da administração de 

10mg/kg de losartan, bloqueador AT1) e independente da inervação simpática, 

(testado por meio da denervação farmacológica induzida por guanetidina na 

dose de 50 mg/kg i.p. montou-se um protocolo de hipertrofia cardíaca induzida 

pelo T3 em camundongos descrito no presente estudo.  

Dessa forma, buscamos estudar nesse trabalho a participação dos β1-

ARs na ativação das vias moleculares de sinalização da hipertrofia cardíaca 

induzida pelo hormônio tireoidiano em camundongos knockouts para o β1-AR e 

em camundongos selvagens (controles). 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Fisiologia da glândula tireoide 

A síntese e secreção dos hormônios tireoidianos (HTs) são reguladas 

por um sistema de retroalimentação negativo que envolve hipotálamo, hipófise 

e glândula tireoide; também descrito como eixo HPT. O hormônio liberador de 

tireotrofina (TRH) é sintetizado no núcleo paraventricular do hipotálamo e 

transportado por axônios em direção a eminência mediana e, posteriormente, 

para a hipófise anterior através do plexo capilar portal. O TRH se liga aos 

receptores na hipófise, onde uma subpopulação de células da hipófise secreta 

hormônio tireoestimulante (TSH). A estimulação pelo TRH leva à liberação e 

síntese de novo do TSH nos tireotrofos. Um detalhe importante é que as 

secreções de TRH e TSH são reguladas negativamente pelo HT, e o principal 

mecanismo para essa regulação negativa de TSH parece ser a conversão 

intra-hipofisária de T4 em T3 pela desiodase do tipo II (D2) (Shupnik, Ridgway e 

Chin, 1989; Mullur, Liu e Brent, 2014). 

O TSH é uma glicoproteína composta de subunidades α e β e é 

classificado como o principal regulador da liberação e secreção de HT. Além 

disso, somatostatina e dopamina no hipotálamo, também podem regular 

negativamente a secreção de TSH. Ademais, esse hormônio desempenha uma 

função fundamental no crescimento e desenvolvimento da glândula tireoide. O 

TSH liga-se ao seu receptor TSHr que está acoplado a proteína Gs que leva ao 

aumento do AMPc intracelular e a estimulação das vias mediadas por proteína 

quinase A (PKA). O TSH é capaz de estimular o cotransportador para sódio e 

iodeto (NIS), a Tg (Soriano et al.) e a tireoperoxidase (TPO) para promover a 

síntese de HT (Parmentier et al., 1989; Kohn et al., 1995). 

A partir de então, a biossíntese do HT pela glândula tireoide se inicia 

pela captação de iodeto (I-) da circulação por meio de transporte ativo, 

realizado pela NIS. Esse processo é dependente da presença de um gradiente 

de sódio através da membrana basal da célula tireoidiana, determinado pela 

Na+/K+-ATPase, uma vez que o transporte de dois íons Na+ para o interior da 

célula resulta na entrada de um I- contra seu gradiente eletroquímico. A 

pendrina (PDS), glicoproteína presente na membrana apical, é a responsável 

pela entrada de I- no coloide. O I- também pode ser gerado por ação da enzima 
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iodotirosina desalgenase do tipo I (DEHAL1), proteína de membrana, 

concentrada na superfície apical da célula, que catalisa a desiodação de 

monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (Crackower et al., 2002), dependente 

da redução de nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) (Larsen, 

Davies e Hay, 1998; Yen, 2001). 

Após sua captação, ocorre a organificação do I- e oxidação pela TPO 

na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2), onde estes são gerados pelas 

enzimas dependentes de cálcio (Ca++) dual-oxidase dos tipos 1 e 2 (DUOX1 e 

DUOX2); e incorporado aos resíduos de tirosina da Tg, formando as 

iodotirosinas inativas: MIT e DIT. A TPO catalisa o acoplamento de dois 

resíduos de DIT ou um de DIT e um de MIT, levando à formação de tiroxina 

(T4) e triiodotironina (T3), respectivamente, que são armazenadas no interior do 

coloide (Smanik et al., 1996; Yen, 2001). A secreção de HT requer a 

endocitose da Tg iodada armazenada a partir da superfície apical das células 

foliculares da tireoide. Então, a Tg internalizada é incorporada pelos 

fagolisossomos sofre proteólise e libera MIT e DIT que são rapidamente 

desiodados possibilitando a reutilização do iodeto, e por fim, a liberação de T4 e 

T3 na circulação através da superfície basal (Figura 1).  

A maioria dos HTs são liberados na forma de T4, onde sua 

concentração (90 nM) é cerca de 40 vezes maior do que T3 (2 nM) (Yen, 2001). 

Apenas 0,03% do total do soro é de T4 livre (não ligada), com o restante ligado 

a proteínas transportadoras tais como globulina ligada a tiroxina (TBG), 

albumina, e pré-albumina ligada a tireoide. Aproximadamente 0,3% do total de 

T3 sérico encontra-se livre e o restante ligado a TBG e albumina. É o HT livre 

que penetra nas células alvo e gera a resposta biológica (Yen, 2001).  

A principal via para produção do hormônio biologicamente ativo é a 

conversão do T4 em T3 via desiodação do anel fenólico da iodotironina, através 

da ação das selenoenzimas denominadas iodotironinas desiodases, fenômeno 

que pode ocorrer ainda dentro da própria glândula tireoide (Larsen, Davies e 

Hay, 1998). As enzimas desiodases são classificadas como tipos I (D1), II (D2) 

e III (D3), e apesar de apresentarem características estruturais semelhantes 

elas apresentam muitas distinções quanto ao seu local de expressão e função 

(Braverman, Ingbar e Sterling, 1970; Kohrle, 2000). A D1 está localizada na 

membrana plasmática e é expressa principalmente no fígado e rins, onde 
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catalisa a conversão de T4 em T3 ou em T3 reverso (rT3). Apesar de alguns 

estudos sugerirem que a D1 contribui para cerca de 50% do T3 sérico em ratos, 

evidências apontam para uma propriedade cineticamente ineficiente da D1 

comparada à D2, devido à sua capacidade tanto de ativar quanto de desativar o 

T4 (Bianco e Kim, 2006). A D2 está localizada no retículo endoplasmático e 

converte T4 em T3 na adenohipófise, no sistema nervoso central, placenta, 

tireoide, músculo esquelético, coração e no tecido adiposo marrom (Matsuda et 

al., 2008), sendo considerada importante tanto para a produção local quanto 

fonte de T3 plasmática em humanos e animais. Já a D3 é expressa na 

membrana plasmática assim como D1, está presente na placenta, sistema 

nervoso central e no feto, onde inativa T4 e T3 por meio de sua conversão em 

rT3 e diiodotironina (T2), respectivamente (Meyer, Wagner e Maia, 2007). 

 

 
Figura 1: Representação esquemática da célula folicular mostrando os aspectos 
chave do transporte de iodeto e da síntese de hormônio tireoidiano. AC: Adenilato 
ciclase; ATPase: adenosina trifosfatase; cAMP: adenosina monofosfato cíclica; D1: 
desiodase tipo 1 tireoidiana; D2: desiodase tipo 2 tireoidiana; DAG: diacilglicerol; 
DEHAL1: iodotirosina desalogenase 1; DIT: diiodotirosina; MIT: monoiodotirosina; 
DUOX: dual oxidase; IP3: inositol trifosfato; NADP+: forma oxidada da nicotinamida 
adenosina dinucleotídeo fosfato; NADPH: nicotinamida adenosina dinucleotídeo 
fosfato reduzida; NIS: co-transportador sódio-iodeto; PDS: pendrina (SLC26A4); PLC: 
fosfolipase C; T3: triiodotironina; T4: tiroxina; Tg: tiroglobulina; TPO: tireoperoxidase; 
TSHR: receptor de tirotropina; MCT8: transportador de monocarboxilato 8. Adaptado 
de Melmed et al. (2011). 
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De maneira geral, as desiodases são responsáveis pela regulação da 

disponibilidade intracelular dos HTs, uma vez que elas podem ativar (D1 e D2) 

ou inativá-lo (D1 e D3), dependendo de sua expressão e atividade nos 

diferentes tecidos. Além disso, elas complementam a regulação das 

concentrações séricas dos HTs, dependendo do tecido e da espécie em 

questão, embora nos ratos, a tireoide seja o principal local de desiodação para 

síntese do T3 circulante (Chanoine et al., 1993), em seres humanos saudáveis 

80% do T3 circulante é produzido a partir de desiodações em tecidos periféricos 

(Bianco e Kim, 2006). 

 

2.2 Sistema Renina-Angiotensina 

A renina é uma aspartil-protease produzida pelas células 

justaglomerulares das arteríolas aferentes dos rins através da clivagem do seu 

precursor, a pró-renina. Os principais estímulos que possibilitam a secreção de 

renina são: redução da perfusão sanguínea renal, estimulação da inervação 

simpática renal e redução dos níveis de sódio que alcançam as células da 

mácula densa (Fitzsimons, 1998). De uma maneira geral, a renina cliva o 

angiotensinogênio, uma α-glicoproteína produzida no fígado, no decapeptídeo 

angiotensina I (Ang I), que através da ação da enzima conversora de 

angiotensina (ECA), converte a Ang I no octopeptídeo angiotensina II (Ang II), 

que é uma metaloproteinase predominantemente expressa na superfície dos 

capilares pulmonares (Hall, 2003). Outra forma de promover a conversão de 

Ang I em Ang II envolve a serina protease quimase (Urata, Nishimura e 

Ganten, 1996).  

A Ang II circulante é considerada o principal efetor do sistema renina 

angiotensina aldosterona (SRAA) frente a desafios homeostáticos como 

hipotensão e depleção de volume (Paul, Poyan Mehr e Kreutz, 2006). Os 

efeitos fisiológicos promovidos pela Ang II são desencadeados principalmente 

por sua ligação a dois receptores acoplados a proteína G, denominados AT1 e 

AT2. Embora, esses dois receptores apresentem diferenças quanto à estrutura 

e localização, a Ang II possui afinidade bem semelhante aos dois receptores 

(Goodfriend, Elliott e Catt, 1996). As principais ações da Ang II derivam de sua 

ligação ao receptor AT1, dentre as quais se destacam: vasoconstrição arterial 

sistêmica, vasoconstrição arteriolar renal, reabsorção renal de água e sódio e 
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secreção de aldosterona pelas glândulas adrenais (Sayer e Bhat, 2014). As 

respostas fisiológicas desencadeadas pela ligação aos receptores AT2 ainda 

são imprecisas (Unger, 1999). Todavia, sabe-se que esse receptor 

desempenha importante papel no desenvolvimento fetal e na neutralização dos 

efeitos biológicos mediados pela ligação da Ang II ao receptor AT1 tanto in vitro 

(Stoll et al., 1995) quanto in vivo (Morishita et al., 1993).  Ademais, um novo 

paradigma de interação desses receptores foi proposto por  Abdalla et al. 

(2001). Segundo esse grupo, o receptor AT2 pode se ligar diretamente ao 

receptor AT1. A formação desse heterodímero inibe a cascata de sinalização do 

receptor AT1, independentemente da ativação do receptor AT2 (Abdalla et al., 

2001). 

Existem relatos na literatura de outros receptores que se ligam a 

diferentes moléculas do SRAA. O receptor AT4 foi descrito inicialmente como 

um receptor específico e de alta afinidade pelo hexapeptídeo Ang IV. Esse 

receptor é encontrado em diferentes tecidos (coração, próstata, cólon, rins, 

adrenais e diferentes regiões encefálicas) e desempenha funções motoras e 

sensoriais (Chai et al., 2004). Outro receptor importante envolvido com o SRAA 

é conhecido como receptor Mas. Essa proteína, assim como o AT2, se liga ao 

receptor AT1, formando heterodímeros que inibem a cascata de sinalização da 

Ang II (Kostenis et al., 2005). É importante ressaltar que a Ang (1-7) e outros 

derivados da Ang II podem se ligar ao receptor Mas. No entanto, é necessário 

determinar a relevância dos efeitos biológicos promovidos pela ativação desse 

receptor in vivo (Santos e Ferreira, 2007). Uma representação esquemática 

mais completa do SRAA para um melhor entendimento é descrita na figura 2. 

Nesse contexto, a produção local de Ang II tem sido identificada em 

muitos órgãos, inclusive no coração (Van Kats et al., 1998). Nos cardiomiócitos, 

a estimulação do receptor AT1 pela Ang II promove hipertrofia celular que é 

independente dos efeitos secundários da vasoconstrição sistêmica mediadas 

por esse peptídeo vasoativo (Aceto e Baker, 1990). A Ang II também estimula a 

hipertrofia de fibroblastos e a deposição de colágeno (Figura 3), com posterior 

fibrose do miocárdio (Weber, 1997; Peng et al., 2002). A fibrose e a expansão 

da matriz celular são indicadores de remodelamento cardíaco que, 

associadamente com a reduzida fração de ejeção, são os principais sinais de 

insuficiência cardíaca. Existe evidência na literatura demonstrando uma forte 
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correlação entre os níveis de renina e o comprometimento da função cardíaca 

em quadros de insuficiência cardíaca, indicando a intensa participação SRA em 

algumas disfunções cardiovasculares (Francis et al., 1990). 

 

 

Figura 2: Representação esquemática do sistema renina-angiotensina (SRA). Ang: 
angiotensina; ECA: enzima conversora da angiotensina; AT1 e AT2: Receptor de 
angiotensina tipo I e II; AT 1-7: receptor para angiotensina 1-7; RPR: receptor de 
renina/pró-renina; Mas: receptor para angiotensina 1-7; NEP: endopeptidase neutra; 
AMPA: aminopeptidase A; AMPM: aminopeptidase M; IRAP: aminopeptidase regulada 
pela insulina. Adaptado de Sanjuliani et al., 2011. 

 

A Ang II também pode estimular a produção de aldosterona não 

somente pelas adrenais, mas também pelo coração. Na insuficiência cardíaca, 

há um aumento da expressão de receptores para aldosterona, o que sugere 

um aumento da síntese desse hormônio e consequentemente maior ativação 

do SRAA (Yoshida et al., 2005). Além disso, estudos com culturas de 

fibroblastos demonstraram que a aldosterona pode estimular a síntese de 

colágeno e aumentar os níveis de ECA no coração, o que poderia acarretar o 

aumento da produção local de Ang II (Brilla et al., 1994; Harada et al., 2001). 
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Figura 3: Representação do sistema renina-angiotensina cardíaco. A renina e o 
angiotensinogênio (AOGEN) podem ser produzidos no coração ou ser captados do 
plasma. A produção de quimase pelos mastócitos (Mast Cells) pode ser uma 

alternativa de produção de Ang II. A síntese desse hormônio ocorre na porção 
extracelular e pode agir em receptores específicos tanto de cardiomiócitos ou 
fibroblastos (Paul, Poyan Mehr e Kreutz, 2006). 

 

2.3 Receptor β-adrenérgico (β-AR) 

Os receptores adrenérgicos se dividem em α e β-ARs, sendo os α 

subdivididos em α1 e α2 e os  β em β1, β2 e β3. Os β-ARs, pertencentes à 

superfamília dos receptores acoplados à proteína G, são caraterizados por sete 

domínios transmembrana em forma de bolso que é onde se posiciona os sítios 

de ligação tanto dos agonistas quanto dos antagonistas competitivos. Foi 

demonstrado em experimentos com mutação genética que o Asp113 localizado 

no terceiro, a Ser165 no quarto e a Ser204 e Ser207 no quinto domínio 

transmembrana são capazes de interagir com os agonistas adrenérgicos 

(Strader et al., 1989; Liggett, 2002). Além disso, os receptores acoplados à 

proteína contêm três alças extra e intracelulares. A primeira e segunda alça 

extracelular são acoplados através de uma ponte dissulfeto e desempenham 

um papel importante no desenvolvimento da conformação do receptor (Dixon et 

al., 1987; Wallukat et al., 1995). A molécula receptora também inclui um 

domínio extracelular N-terminal e uma cauda C-terminal citosólica. O último 
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contém os locais de fosforilação de quinases de receptores acoplados a 

proteína G (GRKs). O local de fosforilação de PKA é localizado na terceira volta 

intracelular do receptor (Benovic et al., 1985).  

Devem ser destacados dois tipos de proteína G, Gs (estimulação) e Gi 

(inibição), e se constituem em elementos cruciais para o funcionamento do 

sinal desencadeado pelo β-AR. É sabido que a Gs e Gi modulam a atividade da 

AC podendo ativa-la (Gs) ou inibi-la (Gi) para formar AMPc. Além disso, outras 

subunidades de proteína como Gh e Gq se ligam aos receptores α-adrenérgicos 

do miocárdio à fosfolipase C que no miocárdio tem função na sinalização 

protetora em eventos isquêmicos (Neer e Clapham, 1988; Opie, 2004). A 

proteína Gs é formada pelas subunidades α, β, γ e durante o período de 

inativação da proteína G a subunidade α encontra-se acoplada à guanina 

difosfato (GDP). Com ativação do β-AR a subunidade Gαs troca GDP por 

guanina trifosfato (GTP) e se separa dos dímeros β, γ e interage com AC, 

produzindo AMPc. A inativação do sistema acontece pela ação da enzima 

guanina trifosfatase (GTPase), a qual possui atividade intrínseca na 

subunidade Gαs, que faz com que esta subunidade troque GTP por GDP, além 

da própria fosforilação do receptor induzida por PKA, impedindo o acoplamento 

da subunidade αs com AC (Figura 4) (Opie, 2004). Deve-se destacar também, 

que a própria estimulação β-adrenérgica é capaz de inativar indiretamente o 

AMPc, pois com a concentração elevada de Ca++ no citosol, ativa calmodulina 

quinase e, consequentemente a fosfodiesterase, acarretando degradação do 

AMPc (Opie e Swynghedauw, 1991; Opie, 2004). 

No entanto, a continua estimulação dos receptores β-adrenérgicos 

parece desempenhar um papel importante no desacoplamento promovido por 

agonista, que conduz à dessensibilização rápida com posterior regulação 

negativa do receptor. Por conseguinte, a fosforilação do receptor é um 

mecanismo eficaz para modular a capacidade de resposta da cascata mediada 

por β-AR na transdução de sinal (Figura 5) (Sibley et al., 1986).  
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Figura 4: Ciclo de ativação e desativação da proteína Gs. Ao sofrer ação do agonista, 
o β-AR promove a troca de GDP por GTP ligada à subunidade αs. A αs-GTP interage 
com a adenilato ciclase, induzindo a formação deAMPc. Por ação da GTPase, a fração 
αs volta a trocar GTP por GDP, retornando ao seu estado inativo. GDP: guanina 
difosfato; GTP: guanina trifosfato; GTPase: guanina trifosfatase. Adaptado de Barros, 
Okoshi e Cicogna (1999). 
 

O β-AR é um regulador importante da função cardíaca tanto em 

condição normal quanto patológica, onde o aumento da liberação de 

catecolaminas leva a desregulação da sinalização β-AR (Tilley, 2011; Grisanti 

et al., 2014). A estimulação crônica da sinalização β-AR contribui para 

modificações na estrutura cardíaca relacionadas ao aumento de apoptose, 

hipertrofia, fibrose, além da progressão da disfunção contrátil (Houser et al., 

2012). 

 

 

Figura 5: Dessensibilização do receptor β-adrenérgico. A elevação de AMPc estimula 
a β-ARK que fosforila o receptor, tornando-o inativo. No interior do citosol, o receptor é 
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defosforilado por ação da fosfatase, tornando-se apto para retornar ao seu local na 
membrana. β: receptor β-adrenérgico; GTP: guanina trifosfato; AMPc: 3’,5’ 
monofosfato cíclico de adenosina; β-ARK: β-adreno-receptor quinase; P: fosforilação. 
Adaptado de Barros, Okoshi e Cicogna (1999). 

 
Ao estimular o receptor β1-adrenérgico (β1-AR) esse sinal é 

retransmitido através PKA, que é responsável por regular uma série de 

processos importantes, incluindo contractilidade dos cardiomiócitos (Tilley, 

2011). Além disso, o β1-AR também promove ativação de sinalização celular 

independente de PKA, através da sinalização pela via GRK / β-arrestina (Figura 

6). 

 

Figura 6: Esquema da transdução de sinal ativado por receptor β-adrenérgico. A 

estimulação dos receptores β-adrenérgico por catecolaminas ativa a adenilato ciclase 
via a proteína Gs, resultando no aumento de concentração do segundo mensageiro 
AMP cíclico (AMPc), mecanismo descrito anteriormente. O AMPc ativa a proteína 
quinase A (PKA), que é capaz de fosforilar diferentes proteínas celulares. A 
fosforilação dos canais de Ca++ tipo L do sarcolema aumenta o influxo de Ca++ e causa 
a liberação de Ca++ do retículo sarcoplasmático, induzido pelo próprio por Ca++ 

extracelular. A atividade da SERCA2a (bomba Ca++ do retículo sarcoplasmático) é 
inibida pela fosfolamban (PLB) desfosforilada. Após a fosforilação de PLB pela PKA a 
inibição é abolida e o transporte do Ca++ do citosol para o retículo sarcoplasmático 
mediado pela SERCA2a é aumentado. A fosforilação do receptor β-adrenérgico através 
da PKA induz o desacoplamento e dessensibilização do receptor. Tal desacoplamento 
do receptor é também mediado através da fosforilação da quinase do receptor de 
proteína G (GRK ou β-ARK). Esta quinase só é ativada quando o receptor é ocupado 
por agonistas. Adaptado de Wallukat (2002). 

 

O estimulo contínuo sobre os β-AR promovem alterações em seu 

funcionamento, onde tanto a quinase de receptor β-adrenérgico 1 (β-ARK1 

também chamado de GRK2) quanto a proteína quinase A (PKA) dependente 
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de AMPc têm sido implicados no processo de fosforilação e, 

consequentemente, os responsáveis por essa alteração no receptor. A 

dessensibilização específica dos β-AR é mediada através do β-ARK1(GRK2) 

(Lefkowitz, 1998; Rapacciuolo e Rockman, 1999). O β-ARK1 se caracteriza por 

ser uma serina / treonina quinase, e também membro da família de quinases 

acopladas a proteína G (GRKs), expressa em coração de mamíferos (Koch et 

al., 1995). Além disso, β-ARK1 fosforila o sítio dos agonistas na cauda C-

terminal e permite a ligação da proteína citosólica β-arrestina ao receptor. A β-

arrestina impede a ligação da proteína Gsα com a adenilato ciclase e bloqueia a 

transdução de sinal, exemplificado na Figura 6 (Rapacciuolo e Rockman, 

1999). Além da GRKs, a PKA também é capaz de fosforilar o β-AR, assim 

como outras proteínas (Rapacciuolo e Rockman, 1999). 

Tem sido destacado que os efeitos dos HTs sobre a ativação e 

sinalização β-adrenérgica e o desempenho do miocárdio resultam, em parte, do 

aumento da capacidade de resposta às catecolaminas (Hoit et al., 1997; 

Ojamaa et al., 2000; Pantos et al., 2008). Algumas evidências sugerem que o 

número e a sensibilidade dos βAR são aumentados em corações isolados e 

cultura de células tratados com HT (Williams et al., 1977; Tsai e Chen, 1978; 

Guarnieri et al., 1980; Morkin, Flink e Goldman, 1983), mas por outro lado, 

essas respostas não são tão evidentes in vivo (Grossman et al., 1971; Aoki, 

Wilson e Theilen, 1972; Merillon et al., 1981; Hammond et al., 1987; Liggett, 

Shah e Cryer, 1989; Crozatier et al., 1991; Mintz, Pizzarello e Klein, 1991; 

Martin, Spina e Korte, 1992). Esses resultados conflitantes possivelmente estão 

associados às diferentes preparações e desenhos metodológicos, a dose e 

duração da administração do HT, e aos métodos de análise de dados 

utilizados. Além disso, as respostas desencadeadas pela estimulação 

adrenérgica podem ser específicas à idade, tecido ou subtipo de βAR 

(Bilezikian e Loeb, 1983). 

 

2.4 Hipertrofia cardíaca 

O coração é composto pelos cardiomiócitos, fibroblastos, células 

endoteliais, células do músculo liso vascular e matriz extracelular circundante 

(Mcmullen e Jennings, 2007). Os cardiomiócitos são células musculares 

especializadas compostas por feixes de miofibrilas, e estes possuem diversas 
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unidades micro anatômicas denominadas sarcômero (unidade contrátil básica 

do musculo cardíaco) (Gregorio e Antin, 2000). Acredita-se que em mamíferos, 

a maioria dos cardiomiócitos perde a capacidade de proliferar ao nascer ou 

logo após (hiperplasia), e o crescimento ocorre principalmente como resultado 

do aumento do tamanho dos cardiomiócitos (hipertrofia) (Soonpaa et al., 1996). 

Um fato curioso é que apesar dos cardiomiócitos do ventrículo representar 

apenas um terço do número total de células, são responsáveis por 70-80% da 

massa cardíaca, deixando evidente a importância dessas células para o 

desenvolvimento desse órgão. Em adultos, o crescimento do coração está 

geralmente relacionado à sua carga funcional e, em circunstâncias normais, é 

principalmente de natureza constitutiva. Isso acontece naturalmente, por que o 

coração em resposta as constantes variações da carga funcional, desencadeia 

respostas hipertrófica para contra regular o aumento do estresse na parede das 

câmaras cardíacas, especialmente no ventrículo esquerdo (Mcmullen e 

Jennings, 2007). 

Desse modo, a hipertrofia cardíaca é definida classicamente como o 

aumento da massa miocárdica, onde dois tipos bem definidos de hipertrofia são 

descritos de acordo com seu estímulo, e genericamente classificadas como 

fisiológica ou patológica (Ojamaa, 2010). Os diferentes tipos de hipertrofia 

cardíaca são causados por estímulos funcionalmente distinguíveis e estão 

associados a fenótipos estruturais e moleculares distintos. 

A hipertrofia patológica ocorre em resposta a estímulos como 

hipertensão, doença valvar, infarto do miocárdio e mutações genéticas (Kannel, 

1974; Levy et al., 1988; Levy et al., 1990; Seidman e Seidman, 2001; Vakili, 

Okin e Devereux, 2001; Wakatsuki, Schlessinger e Elson, 2004; Dorn, 2007; 

Dillmann, 2010). Por outro lado, a hipertrofia fisiológica ocorre nos estágios 

embrionário e fetal de desenvolvimento relacionados a fase de rápido 

crescimento e desenvolvimento intrauterino e pós-natal, assim como, em 

resposta à atividade física regular ou exercício físico crônico (Fagard, 1997; 

Eghbali et al., 2005; Dillmann, 2010; Ojamaa, 2010). 

Tanto a hipertrofia patológica quanto a fisiológica podem ser 

classificadas como concêntrica ou excêntrica, com base em mudanças na 

forma da câmara cardíaca e espessura da parede que são dependentes 

basicamente do estímulo inicial (Figura 7) (Grossman, Jones e Mclaurin, 1975; 
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Pluim et al., 2000; Maillet, Van Berlo e Molkentin, 2013). Assim, um estímulo 

patológico causando sobrecarga de pressão (hipertensão arterial ou estenose 

aórtica por exemplo) produz aumento no estresse sistólico de parede que 

resulta em hipertrofia concêntrica, caracterizada por um coração com paredes 

grossas e cavidades relativamente pequenas) (Grossman, Jones e Mclaurin, 

1975). Por outro lado, um estímulo patológico causado por sobrecarga de 

volume (insuficiência aórtica, fístulas arteriovenosas) produz aumento do 

estresse diastólico de parede, o que resulta em hipertrofia excêntrica, 

caracterizado por um coração com cavidades bem dilatadas e paredes 

relativamente finas (Grossman, Jones e Mclaurin, 1975; Pluim et al., 2000). 

Entretanto, exercícios contínuos como corrida, caminhada, ciclismo e 

natação envolvem a ativação de grandes grupos musculares e isso promove a 

vasodilatação profunda nos diferentes grupos de músculo esquelético 

envolvidos na atividade, e isso promove a chamada hipertrofia excêntrica 

devido ao aumento do retorno venoso ao coração e, consequentemente, a 

sobrecarga de volume (Pluim et al., 2000). Esse tipo de hipertrofia é 

caracterizado pelo alargamento da câmara, porém com uma variação 

proporcional na espessura da parede, e acontece de uma forma menos 

pronunciada quando associado ao exercício ou gestação (Dorn, 2007). Por 

outro lado, os exercícios resistidos, sejam eles com contrações dinâmicas ou 

isométricas, envolvem a aplicação de grandes tensões musculares contra 

resistência, porém com pouco deslocamento dos seguimentos corporais, os 

quais são capazes de promover uma sobrecarga de pressão maior que a de 

volume sobre o coração, resultando em hipertrofia concêntrica, porém mais 

branda que a observada em condições patológicas (Pluim et al., 2000). 

Durante a hipertrofia patológica o alargamento dos cardiomiócitos e a 

formação de novos sarcômero servem inicialmente para normalizar a tensão de 

parede e permitir que a função cardiovascular fique estável durante o repouso 

(hipertrofia compensada), entretanto, a função desse coração hipertrofiado 

pode eventualmente descompensar, levando à dilatação do ventrículo 

esquerdo e, posteriormente, à insuficiência cardíaca (Pluim et al., 2000). Já a 

hipertrofia fisiológica não descompensa para cardiomiopatia dilatada ou 

insuficiência cardíaca (Fagard, 1997; Pluim et al., 2000). Contudo, as 

alterações hipertróficas na anatomia cardíaca induzida pelo exercício também 



16 
 

promovem alterações significativas da condução elétrica no tecido cardíaco 

que podem evoluir, especialmente em idades mais avançadas, para arritmias 

cardíacas graves (Zehender et al., 1990; Wu et al., 2006). 

Alguns estudos que utilizaram modelos experimentais demonstraram 

que a hipertrofia fisiológica e patológica tem bases estruturais, histológicas e 

moleculares distintas, onde o modelo de sobrecarga de pressão induzida pela 

coarctação da aorta (hipertrofia patológica) é capaz de provocar hipertensão 

ventricular esquerda (Mcmullen e Jennings, 2007). Entretanto, o modelo de 

treinamento crônico de natação (hipertrofia fisiológica) resulta em aumento 

similar da massa do coração, sem nenhum tipo de disfunção compensatória 

(Mcmullen et al., 2003).  

Apesar de ambas as respostas hipertróficas (fisiológica ou patológica) 

estarem associadas ao aumento da fina rede de fibras colágena que envolvem 

os cardiomiócitos em condições normais, somente no modelo de hipertrofia 

patológica a rigidez mecânica é evidente, devido ao acúmulo desproporcional 

da matriz extracelular e fibroblastos cardíacos (Kaplan et al., 1994; Mcmullen et 

al., 2003), o que promove aumento da fibrose intersticial, e contribui para a 

disfunção diastólica com possível evolução para disfunção sistólica (Brower et 

al., 2006). Os modelos de hipertrofia cardíaca patológica são frequentemente 

associados com sobrerregulação (do inglês: upregulation) de genes como 

peptídeo natriurético atrial (ANP), peptídeo natriurético tipo B (BNP) (Yasuno et 

al., 2009) e genes para isoformas fetais de proteínas contráteis, como um α-

actina e cadeia pesada de miosina β (β-MHC) (Mcmullen e Jennings, 2007). 

Isto pode ser acompanhada pela redução da expressão de genes que 

normalmente estão elevados na fase adulta, tais como α-MHC e SERCA2. 

Entretanto, isso não acontece em modelos de hipertrofia fisiológica induzida 

por atividade e/ou exercício físico (Mcmullen et al., 2003). 

Ambos os tipos de hipertrofia destacados anteriormente apesar de 

apresentarem características diferentes, ainda não possuem um corpo denso 

de evidências científicas sobre a distinção das vias moleculares relacionados a 

cada um deles. O desenvolvimento tecnológico de animais transgênicos em 

combinação com modelos cirúrgicos e de exercício têm se mostrado muito 

poderosos para delinear cascatas de sinalização que desempenham papel 

marcante na regulação do crescimento fisiológico ou patológico.  
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Figura 7: Geometria cardíaca relacionada à hipertrofia fisiológica ou patológica. A 
própria hipertrofia promove redução do estresse de parede ventricular aumentando a 
espessura da mesma, de acordo com a lei de Laplace [tensão = (pressão x 
raio)/(espessura x 2)]. A hipertrofia excêntrica fisiológica é caracterizada por aumento 
no diâmetro e volume ventricular com um crescimento coordenado na espessura da 
parede e septo, devido ao aumento proporcional do comprimento e largura dos 
cardiomiócitos, contudo ela acontece de forma menos intensa. Em condições 
patológicas ocorre a dilatação da parede devido um estiramento preferencial dos 
cardiomiócitos. Hipertrofia concêntrica é caracterizada por redução do diâmetro da 
cavidade ventricular esquerda e um aumento na espessura da parede livre e do septo, 
com uma tendência dos cardiomiócitos aumentarem mais em espessura que em 
comprimento, resultando em diminuição do quociente comprimento/espessura. 
Adaptado de Maillet, Van Berlo e Molkentin (2013). 

 

Ao direcionar a atenção para as vias de sinalização celular pode se 

afirmar que o exemplo mais bem caracterizado da via hipertrófica patológica é 

a via Gαq, que representa uma das três subunidades (α, β, γ) de proteínas 

heterotriméricas G da família Gq, e se liga aos receptores acoplados à proteína 

G (GPCR) (Gutkind, 1998). Por outro lado, na hipertrofia fisiológica a via 

classicamente descrita é TKR / PI3-K (p110α), onde o sinal é transmitido 

devido a p110α, uma isoforma da PI3-K, estar acoplada ao receptor de tirosina 

quinase (TKR), como exemplo, os receptores de IGF-1 (Schlessinger, 2000). 

A partir de então pode ser formada uma ideia inicial sobre as vias de 

sinalização intracelulares envolvidas nos diferentes tipos de hipertrofia 
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cardíaca, que serão detalhadas de maneira especifica, tanto na hipertrofia 

patologia quanto fisiológica, nos tópicos seguintes. Incialmente, a Figura 8 

representa as vias de sinalização celular clássicas na manutenção dos 

cardiomiócitos, em situação normal. 

     

 

Figura 8: Manutenção ideal da integração (crosstalk contra-regulatório) entre as vias 
de sinalização celular no cardiomiócito, durante uma condição normal. AT1 e AT2: 
receptores para angiotensina; CaMK: calmodulina quinase; MEK: Proteína quinase 
quinase ativadora de mitógeno; mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos; 
NFAT: fator nuclear ativador de células T; Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase 
regulada por sinal extracelular; CaMK: calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-
terminal; MAPKKK: Proteína quinase quinase quinase ativadora de mitógeno; 
MAPKKKK: Proteína quinase quinase quinase quinase ativadora de mitógeno; GSK3β: 
glicogênio sintase quinase-3β; IGF-1: fator insulínico de crescimento tipo 1; PKA: 
proteína quinase A;PKC: proteína quinase C; RTK: receptor de tirosina quinase; S6K: 
quinase S6; PKB(Akt): proteína quinase B; β1-AR: receptor β1-adrenérgico; 4E-BP1: 
proteína de ligação 4E; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato cíclico; 
HTs: transportadores de hormônio tireoidiano; p85: subunidade reguladora α de 
interação com PI3-K. Desenhado por Anderson Silveira (não publicado). 

 

 

2.4.1 Vias de sinalização na hipertrofia patológica 

A geração de fatores cardíacos parácrinos, autócrinos ou ambos, tais 

como angiotensina (Ang) II, endotelina-1 (ET-1) e noradrenalina, em resposta a 

um estímulo patológico desempenha um papel importante no desenvolvimento 

de hipertrofia cardíaca patológica. Esses ligantes ativam a GPCR, o que leva à 

dissociação de Gαq e ativação de moléculas em pontos descendentes da via de 
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sinalização (do inglês: downstream) como MAPK-ERK1/2, descrita com maior 

detalhe no próximo subtópico, que é um mediador crítico da resposta 

hipertrófica patológica (Harris et al., 2004; Muslin, 2008; Bernardo et al., 2010). 

Em camundongos transgênicos para a sobrexpressão do receptor Ang II/AT1 e 

Gαq no coração induziu hipertrofia cardíaca, que foi relacionada com a 

expressão alterada de alguns genes que poderiam estar associados à 

disfunção cardíaca, e morte prematura (D'angelo et al., 1997; Hein et al., 1997; 

Mende et al., 1998). Por outro lado, os animais que não possuíam proteína G 

(Gαq e Gα11) no cardiomiócitos não desenvolveram hipertrofia cardíaca em 

resposta a sobrecarga de pressão, sugerindo que a via Gα11 é importante para 

a indução de hipertrofia patológica (Akhter et al., 1998; Wettschureck et al., 

2001). Ademais, a hipertrofia patológica é claramente abolida quando realizado 

o bloqueio da ação de Ang II, o que não ocorre na hipertrofia induzida pelo 

exercício ou pelo hormônio tireoidiano (HT) (Geenen, Malhotra e Buttrick, 1996; 

Devereux, 2000; Kinugawa et al., 2005; Kenessey e Ojamaa, 2006; Balakumar 

e Jagadeesh, 2010; Ojamaa, 2010). 

 

2.4.1.1 ERK 

A via de sinalização MAPK é constituída por uma sequência de 

quinases funcionais, que em última análise, resulta na dupla fosforilação e 

ativação de p38, c-Jun N-terminal quinase (JNK) e ERKs. A cascata de 

sinalização MAPK é iniciada em miócitos cardíacos por vários ativadores como 

GPCR, TKR/IGF-1, TGF- β, cardiotrofina-1 e também, por estímulos 

estressores como o estiramento. Desse modo, quando p38, c-Jun N-terminal 

quinase (JNK) e ERKs são ativados eles fosforilam diversos alvos 

intracelulares, incluindo vários fatores de transcrição que induzem a 

reprogramação da expressão gênica no coração. As MAPK quinases (MAPKK), 

em especial, MEK1 e MEK2 fosforilam o sitio duplo de ativação das ERKs e por 

isso são conhecidas como seus ativadores localizados em pontos ascendentes 

da via de sinalização (do inglês: upstream) (Sugden e Clerk, 1998; Garrington e 

Johnson, 1999). 

A ativação da ERK1/2, vem sendo relacionada à hipertrofia patológica 

e insuficiência cardíaca (Boulton et al., 1991; Chen et al., 2001; Harris et al., 

2004; Muslin, 2008). Alguns estudos demonstram que a ativação da ERK1/2 
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ocorre somente em modelos que induzem a hipertrofia cardíaca patológica 

(Ang II, endotelina-1 e noradrenalina) (Clerk et al., 2006). Entretanto, existem 

estudos demonstrando que animais transgênicos que expressam mais MEK1 

no coração desenvolvem hipertrofia concêntrica com melhora de função 

sistólica sem fibrose intersticial (Bueno et al., 2000), ou não desencadeiam 

nenhuma alteração mesmo em modelos de exercício (Purcell et al., 2007). 

Sendo assim, a ativação ERK1/2 apesar de ser bastante evidente, ainda não 

está claro o seu papel crítico nas respostas hipertróficas. 

O mecanismo proposto na literatura que descreve a hipertrofia 

envolvendo ERK1/2 tem início com a ativação da cascata tradicional de 

sinalização da MAPK (Ras / Raf1 / MEK / ERK), que após a ligação das 

proteínas Gαq aos GPCRs resulta em fosforilação e ativação de ERK1/2 e 

consequentemente, de outros substratos (S6Ks) contribuindo para a síntese de 

proteínas (Lorenz et al., 2009). Em segundo lugar, a interação do complexo de 

Ras / Raf1 / MEK / ERK com proteínas Gβγ permite a ERK1/2 fosforilar alvos 

nucleares como NFAT, aumentando a sua atividade transcrional (Sanna et al., 

2005). Assim, a ativação da sinalização MEK-ERK1/2 parece induzir a 

hipertrofia compensada com superexpressão (do inglês overexpression) de 

seus reguladores upstream, como Ras, promovendo a indução do fenótipo 

hipertrófico patológico (Hunter et al., 1995).  

 

2.4.1.2 p38 

A p38-MAPK é um componente crítico de vias de resposta ao estresse 

e um mediador importante de várias funções biológicas, que vão desde 

crescimento até morte celular (Wilson et al., 1996; Bassi et al., 2008). No 

coração, a p38-MAPK está envolvida na regulação da expressão de genes, 

apoptose, metabolismo, remodelamento, contratilidade e hipertrofia (Liao et al., 

2001; Petrich e Wang, 2004; Baines e Molkentin, 2005; Wang, 2007). Além 

disso, ela parece ser ativada nas respostas isquêmicas miocárdicas (Cook, 

Sugden e Clerk, 1999). 

A família p38-MAPK consiste de quatro isoformas (α, β, δ e γ), embora 

apenas α e β sejam expressas no coração (Jiang et al., 1997; Clark, Sarafraz e 

Marber, 2007). A isoforma p38α é predominante no miocárdio em humanos e 

roedores (Lemke et al., 2001; Braz et al., 2003). O papel da p38α e p38β no 



21 
 

coração ainda é bastante controverso, porém estudos que utilizaram animais 

transgênicos para MEK3 ou MEK6, proteínas reguladores upstream de p38, 

observaram que a redução da ativação p38 induziu queda da função cardíaca, 

fibrose, hipertrofia concêntrica e expressão gênica fetal e elevação de ANP e 

BNP em animais jovens (Liao et al., 2001; Braz et al., 2003; Zhang et al., 2003; 

Nishida et al., 2004). Além disso, a p38 parece ser capaz de fosforilar 

diretamente NFAT e regular negativamente o crescimento cardíaco por reduzir 

os efeitos da sinalização da calcineurina no coração (Molkentin, 2004). De 

maneira geral, a p38 parece desempenhar um papel crítico na proteção do 

coração (Nishida et al., 2004).  

Por outro lado, evidências apontam que a ativação direta da p38 

parece estar envolvida com o desenvolvimento de cardiomiopatia dilatada, 

significativa fibrose intersticial e insuficiência cardíaca, porém sem evidências 

de hipertrofia (Liao et al., 2001).  

As possíveis explicações para essas divergências, provavelmente, 

estão relacionadas a diferenças nos modelos experimentais utilizados, como: 

animais de diferentes linhagens e perfis genéticos (Braz et al., 2003; Zhang et 

al., 2003), gênero (Liu et al., 2006), a possível regulação específica pela MKK3 

ou MKK6 para cada isoforma da p38 (p38α e p38β) (Wang et al., 1998), 

ativação da via independente das suas quinases reguladoras (Wang et al., 

1998) e até mesmo curva dose-resposta bifásica (Muslin, 2008). 

A sinalização dessa via começa pela ativação das proteínas quinases 

MEK3 / MEK6 que ativam a p38, e esta exerce uma ação de inativação da 

NFAT e ativação dos fatores de transcrição no núcleo celular (Liao et al., 2001). 

Outra via com menos destaque na literatura é a ativação de p38 mediada 

diretamente pelo receptor β1-AR nos cardiomiócitos de camundongo, 

independente da concentração de AMPc ou ativação de PKA (Sabri et al., 

2000). 

Sendo assim, a p38 parece exercer uma ação dual, com provável 

atuação atporatória nos cardiomiócitos, o que contribui para o desenvolvimento 

harmônico do coração (Liao et al., 2001; Molkentin, 2004; Petrich e Wang, 

2004; Baines e Molkentin, 2005; Wang, 2007).  
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Um exemplo global da quebra contra-regulatória entre as vias de 

sinalização na resposta hipertrófica patológica pode ser exemplificado na 

Figura 9. 

  

 

Figura 9: Desregulação da integração (crosstalk contra-regulatório) entre as vias de 
sinalização celular no cardiomiócito, durante estímulo patológico. AT1 e AT2: 
receptores de angiotensina; CaMK: calmodulina quinase; MEK: Proteína quinase 
quinase ativadora de mitógeno; mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos; 
NFAT: fator nuclear ativador de células T; Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase 
regulada por sinal extracelular; CaMK: calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-
terminal; MAPKKK: Proteína quinase quinase quinase ativadora de mitógeno; 
MAPKKKK: Proteína quinase quinase quinase quinase ativadora de mitógeno; GSK3β: 
glicogênio sintase quinase-3β; IGF-1: fator insulínico de crescimento tipo 1; PKA: 
proteína quinase A;PKC: proteína quinase C; RTK: receptor de tirosina quinase; S6K: 
quinase S6; PKB(Akt): proteína quinase B; β1-AR: receptor β1-adrenérgico; 4E-BP1: 
proteína de ligação 4E; AC: adenilato ciclase; AMPc: adenosina monofosfato cíclico; 
HTs: transportadores de hormônio tireoidiano; p85: subunidade reguladora α de 
interação com PI3-K. Desenhado por Anderson Silveira (não publicado).  

 

2.4.2 Via de sinalização na hipertrofia fisiológica 

A hipertrofia fisiológica é amplamente relacionada à sinalização 

induzida por IGF-1 no coração, e parece estar associada ao desenvolvimento 

pós-natal e a atividade física (Yeh et al., 1994; Conlon e Raff, 1999; Koziris et 

al., 1999; Neri Serneri et al., 2001). O IGF-1 age através do seu receptor IGF-

1R, que é um receptor de tirosina-quinase (TRK), responsável por ativar a PI3-

K (p110α). A PI3-K libera inositol lipídios a partir da membrana plasmática 

mediando a sinalização intracelular, além de serem capazes de regular 
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diversas funções fisiológicas, incluindo o crescimento (Toker e Cantley, 1997). 

Corroborando essa afirmação, animais transgênicos com aumento da 

sinalização cardíaca de IGF-1 / PI3-K desenvolvem hipertrofia cardíaca, com 

mortalidade e função cardíaca em níveis normais (Reiss et al., 1996; Shioi et 

al., 2000; Mcmullen, Shioi, Huang, et al., 2004). Por outro lado, camundongos 

transgênicos com a sinalização cardíaca reduzida de IGF-1/PI3-K e submetidos 

a treinamento de natação durante quatro semanas apresentaram corações 

significativamente menores em relação aos seus controles treinados (Shioi et 

al., 2000; Luo et al., 2005), sugerindo que esta via exerça um papel importante 

na hipertrofia fisiológica induzida pelo exercício (Shioi et al., 2000; Mcmullen et 

al., 2003; Bernardo et al., 2010). 

 

2.4.2.1 Akt 

A serina-treonina quinase Akt, também chamada de PKB é outra 

proteína downstream muito importante da via IGF-1/PI3-K, que apresenta três 

isoformas (Akt1, Akt2 e Akt3) importantes, que estão envolvidas em diversos 

processos celulares, com destaque especial para síntese de proteínas e, 

consequentemente, a hipertrofia cardíaca (Matsui et al., 2002).  Akt pode ser 

ativada tanto por receptores tirosina-quinase (IGF-1R) quanto por receptores 

acoplados à proteína G (GPCR) e parece ser regulada de forma diferente, 

dependendo do estimulo inicial (Bernardo et al., 2010).  

A Akt, especialmente a Akt1, parece ser importante para a regulação 

da hipertrofia e compensação funcional do coração durante estímulos 

patológicos (sobrecarga de pressão); e os efeitos benéficos da sinalização de 

Akt/PKB parecem ocorrer no núcleo (Shiraishi et al., 2004; Rota et al., 2005; 

Debosch et al., 2006). Entretanto, os dados na literatura relacionados a 

participação hipertrófica da Akt são muito conflitantes (Condorelli et al., 2002; 

Matsui et al., 2002; Shioi et al., 2002; Shiraishi et al., 2004). Uma possível 

explicação para isso seria o nível de expressão das diferentes isoformas e 

localização subcelular. No entanto, mais recentemente, evidências bem 

controladas indicam que Akt1 está associada à hipertrofia fisiologia e Akt3 à 

hipertrofia patológica (Taniyama et al., 2005; Debosch et al., 2006; Sussman et 

al., 2011).  
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2.4.2.2 GSK3 

Outro substrato celular importante da Akt é a proteína glicogênio 

sintase quinase 3 (GSK3) que se caracteriza como uma importante quinase 

reguladora com diversos alvos celulares, incluindo as proteínas do 

citoesqueleto e fatores nucleares de transcrição. Ambas as isoformas da GSK3 

(GSK3α e GSK3β) são expressas no coração (Ferkey e Kimelman, 2000; 

Harwood, 2001; Hardt e Sadoshima, 2002). Alguns dados demonstram que 

GSK3β regula negativamente o crescimento do coração e que a sua inibição é 

um importante elemento para que ocorra hipertrofia dos cardiomiócitos (Haq et 

al., 2000; Morisco et al., 2000; Morisco et al., 2001; Antos et al., 2002; Badorff 

et al., 2002). Estudos recentes têm mostrado que GSK3α é capaz de inibir o 

crescimento cardíaco pós-natal e reduzir fibrose, apoptose e hipertrofia 

induzida por estímulos patológicos (Zhai et al., 2007). Curiosamente, as 

isoformas GSK3α e GSK3β parecem ter papéis distintos em um cenário de 

sobrecarga de pressão. A fosforilação de GSK3β foi essencial para o 

desenvolvimento de hipertrofia patológica enquanto a fosforilação de GSK3α 

desempenhado um papel compensatório (Matsuda et al., 2008). 

 

2.4.2.3 S6Ks 

Akt (PKB) também pode aumentar a síntese de proteínas através da 

ativação mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), e esta é considerada  um 

ativador proximal de quinases S6 ribossomais (S6Ks), onde em experimentos 

com o bloqueio da mTOR ocorre redução dos níveis hipertróficos pela inibição 

de S6K (Cantley, 2002; Shioi et al., 2003; Mcmullen, Sherwood, et al., 2004; 

Proud, 2004). As S6Ks (S6K1 e S6K2) são componentes downstream da via 

PI3-K e Akt e também desempenham um papel importante na regulação de 

síntese de proteínas. Alguns experimentos demonstraram, em modelos de 

hipertrofia fisiológica, a ativação da via IGF-1/PI3-K e atividade de S6K1 

(Mcmullen, Shioi, Huang, et al., 2004). Entretanto, assim como em outras vias 

as quinases ribossomais também apresentam respostas bem controversas 

(Shioi et al., 2000; Mcmullen, Shioi, Zhang, et al., 2004). 

2.4.2.4 4E-BP1 e sua regulação pelo HT 

A mTOR  por meio de seus alvos downstream é considerada a principal 

moduladora da eficiência de síntese de proteínas intracelulares, e a proteína de 
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ligação 4E (4E-BP1) é descrita como um dos seus alvos principais. Esta 

proteína é muito importante na mediação da tradução e síntese de diversas 

outras proteínas, por que ela interage com uma região na superfície do fator 

eucariótico de iniciação 4E (eIF4E) que coincidentemente é a mesma região de 

interação com o fator de iniciação 4G (eIF4G), convém lembrar que essas duas 

ultimas proteínas interagem entre si recrutando diversos outros fatores que 

conduzem a síntese de proteína. Então, a interação de 4E-BP1 com eIF4E 

impede a associação de eIF4G com eIF4E e bloqueia a formação do complexo 

eIF4F. A afinidade de 4E-BP1 por eIF4E é regulada pela  fosforilação de 4E-

BP1 (Gingras, Raught e Sonenberg, 2001; Browne e Proud, 2002; Martin e 

Blenis, 2002). Sendo assim, a ativação de mTOR fosforila 4E-BP1 que reduz o 

seu efeito inibitório sobre eIF4E, permitindo assim o aumento da taxa de 

conversão de proteína e biossíntese de ribossomos (Tee e Blenis, 2005).  

Kenessey e Ojamaa (2006) demonstraram que o tratamento in vitro de 

cardiomiócitos com T3 aumentou a fosforilação de 4E-BP1 e que esses efeitos 

foram bloqueados por inibidores de PI3-K e mTOR, suportando a ideia que a 

via PI3K/Akt-mTOR desempenha um papel importante na hipertrofia de 

cardiomiócitos induzido por T3. Já os estudos de Kuzman, O'connell e Gerdes 

(2007) e Kemi et al. (2008) relataram que a hipertrofia dos cardiomiócitos in 

vivo parece acontecer especificamente pela via AKT/mTOR/S6 kinase sem 

nenhuma diferença da ativação da 4E-BP1 entre a hipertrofia fisiológica e 

patológica (Kemi et al., 2008). Sendo assim, a literatura ainda não fornece 

dados consistentes que evidencie que a hipertrofia cardíaca induzida pelos HTs 

promova fosforilação da 4E-BP1. Um exemplo mais ilustrativo do complexo 

truncamento entre diferentes vias de sinalização celular associada à hipertrofia 

cardíaca fisiológica pode ser observado na Figura 10. 

De uma maneira geral, todas as vias de sinalização descritas 

anteriormente se entrelaçam e exercem funções distintas em virtude de uma 

série de eventos transmembrana. Desse modo, a afirmação categórica da via 

que modula tal fenômeno no coração deve ser evitada ou no mínimo colocada 

com cuidado.  
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Figura 10: Interação entre as diferentes vias de sinalização celular associada à 
hipertrofia cardíaca fisiológica. AT1 e AT2: receptores de angiotensina; CaMK: 
calmodulina quinase; MEK: Proteína quinase quinase ativadora de mitógeno; mTOR: 
proteína alvo da rapamicina em mamíferos; NFAT: fator nuclear ativador de células T; 
Endo-1: endotelina-1; ERK, quinase regulada por sinal extracelular; CaMK: 
calmodulina quinase; JNK: quinase c-jun N-terminal; MAPKKK: Proteína quinase 
quinase quinase ativadora de mitógeno; MAPKKKK: Proteína quinase quinase quinase 
quinase ativadora de mitógeno; GSK3β: glicogênio sintase quinase-3β; IGF-1: fator 
insulínico de crescimento tipo 1; PKA: proteína quinase A;PKC: proteína quinase C; 
RTK: receptor de tirosina quinase; S6K: quinase S6; PKB(Akt): proteína quinase B; β1-
AR: receptor β1-adrenérgico; 4E-BP1: proteína de ligação 4E; AC: adenilato ciclase; 
AMPc: adenosina monofosfato cíclico; HTs: transportadores de hormônio tireoidiano; 
p85: subunidade reguladora α de interação com PI3-K. Desenhado por Anderson 
Silveira (não publicado).  

 

2.5 Hipertrofia cardíaca induzida pelo hormônio tireoidiano 

As primeiras evidências de correlação entre as doenças tireóideas e as 

cardiopatias foram descritas pelo trabalho de Caleb Parry em 1825, que 

mostrou uma associação interessante entre o aumento do volume da tireoide e 

a insuficiência cardíaca (Parry, 1825). Somente dez anos mais tarde, o 

pesquisador Robert Graves fez uma descrição detalhada da doença em 

mulheres (Graves, 1835), que mais tarde, ficou conhecida pelo seu nome: 

“doença de Graves”.  

O HT exerce amplas ações fisiológicas sobre sistema cardiovascular 

que vão desde estruturais até eletrofisiológicas (Fazio et al., 2004; Kahaly e 

Dillmann, 2005; Dillmann, 2010; Grais e Sowers, 2014). Um dos efeitos de 

maior destaque do HT é a sua capacidade de promover aumento das respostas 
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cronotrópicas, inotrópicas, dromotrópicas e lusitrópicas tanto em animais 

quanto em humanos (Fazio et al., 2004; Dillmann, 2010; Grais e Sowers, 2014). 

Além disso, é bem evidente que alterações no metabolismo dos hormônios 

tireoidianos interferem sobremaneira no desenvolvimento dos órgãos, assim 

como, elevam a possibilidade de disfunções cardiovasculares especialmente 

em modelos com longo tempo de administração de doses elevadas de HT 

(Kinugawa et al., 2005; Nicolini et al., 2013). A importância das manifestações 

cardíacas na tireotoxicose tem sido amplamente estudada por vários grupos, 

particularmente, aquelas relacionadas à hipertrofia (Klein e Ojamaa, 1998; 

Silveira et al., 2014). 

Nesta direção, observa-se que o HT é um modulador importante do 

desenvolvimento miocárdico, pois durante o período neonatal, os níveis 

plasmáticos de HT se elevam promovendo a mudança das isoformas de 

proteínas-chave miocárdicas da fase fetal para as encontradas em adultos, tais 

como elevação da expressão de SERCA2 e isoformas α da cadeia pesada de 

miosina (α-MHC) e redução da expressão da cadeia pesada de miosina β (β-

MHC). Desse modo, baixo nível de T3 pode favorecer, em longo prazo, a danos 

de órgãos-alvo, como o coração (Pantos, Mourouzis e Cokkinos, 2012; Nicolini 

et al., 2013). De maneira geral, os efeitos hipertróficos induzidos pelos 

hormônios tireoidianos promovem o crescimento proporcional de outros tipos 

de células no interior do coração, além do aumento dos cardiomiócitos com 

uma organização miofibrilar normal. Além disso, a hipertrofia cardíaca em 

resposta ao HT apresenta uma melhora da maquinaria transducional devido ao 

aumento da capacidade de síntese de proteínas e consequentemente o 

aumento do teor celular de ribossomos e RNAm (Morgan et al., 1987). 

Um assunto muito controverso na literatura é a fibrose cardíaca, que 

seria uma evidência de hipertrofia patológica, na ação hipertrófica induzida pelo 

HT (Mill e Vassallo, 2001; Wakatsuki, Schlessinger e Elson, 2004). Entretanto, 

alguns autores relatam que a hipertrofia induzida pelo HT além de não ser 

acompanhada por fibrose cardíaca nem acúmulo de colágeno no interstício 

miocárdico (Hu, Liberti e Barreto-Chaves, 2005), o HT tem um papel importante 

em reduzir a regulação (do inglês: downregulation) de colágeno tipo I, o maior 

colágeno fibrilar no coração (Figura 11) (Yao e Eghbali, 1992; Nicolini et al., 

2013). Porém, outros demonstraram que em animais knockout para D3, que 
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apresentam hipertireoidismo tissular cardíaco, independente do eutireoidismo 

sistêmico, ocorre intensa fibrose miocárdica (Ueta et al., 2012). Entretanto, não 

foi avaliado nesse estudo os níveis de expressão do micro RNA 29 (miRNA-29) 

nos animais knockout para D3, o qual tem importante papel na regulação da 

fibrose cardíaca (Van Rooij et al., 2008; Nicolini et al., 2013). 

 

 

Figura 11: Ligação ao TRβ/α T3 inibindo AP-1, resultando em downregulation de 
MMP1. Além disso, T3 inibe a síntese de colágeno através da via genômica clássica 
mediada pelo TRβ1. A regulação positiva do micro RNA antifibrótico miRNA-29 por T3 
como uma importante janela de investigação. Adaptado de Nicolini et al. (2013). 
 

Em nível molecular, os conceitos estabelecidos sobre os efeitos do HT 

sobre a hipertrofia cardíaca apresentam certas controvérsias e precisam de 

maiores esclarecimentos. De uma maneira geral o HT parece ativar os 

receptores para hormônios tireoidianos (TR) nos cardiomiócitos derivados de 

dois genes que são provenientes de splicing alternativo para dar origem a 

quatro isoformas dos receptores de ligação para T3, onde TRα1 TRβ1 são 

predominantes no cardiomiócitos, com TRα1 sendo expresso tanto no citosol 

quanto no núcleo celular, podendo então, ativar as ações genômicas e não 

genômicas do HT no coração, demonstrado na Figura 12 (Kinugawa et al., 

2005; Kenessey, Sullivan e Ojamaa, 2006). A ativação da PI3-K pela interação 

direta da subunidade reguladora p85α com o TRα1 resulta em fosforilação da 

Akt, mTOR, 4E-BP1, S6 quinase (p70S6K), que iniciam as alterações na 

expressão de genes que são compatíveis com o fenótipo fisiológico de 
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hipertrofia cardíaca (Simoncini et al., 2000; Kuzman, Gerdes, et al., 2005; 

Kuzman, Vogelsang, et al., 2005; Kenessey e Ojamaa, 2006; Dillmann, 2010). 

Entretanto, outras vias menos evidentes e controversas, como a via da MAPK, 

parecem estar ativadas na modulação hipertrófica cardíaca, independente da 

fosforilação de Akt (Pantos, Mourouzis, et al., 2007). Um exemplo específico é 

a proteína downstream da via da MAPK conhecida como p38 (Kinugawa et al., 

2005). Assim, a indução de hipertrofia pelo HT via sinalização por MAPK não 

deveria ser descartada. 

 

 

Figura 12: Ações genômicas e não genômicas relacionadas aos receptores de 
hormônio tireoidiano e hipertrofia cardíaca. Adaptado de Kinugawa et al. (2005). α-
MHC: cadeia pesada de miosina α; β-MHC: cadeia pesada de miosina β; SERCA: 
retículo sarcoendoplasmático Ca++/ATPase; ANP: peptídeo natriurético atrial; BNP: 
peptídeo natriurético do tipo b; sACT: alfa-actina esquelética. 
 

Além de alterações sistêmicas, o HT parece também estar diretamente 

envolvido com modificações locais sobra a ativação do sistema renina 

angiotensina (SRA). Alguns estudos demonstram que o hipertireoidismo 

promove modificações no SRA cardíaco promovendo aumento nos níveis 

cardíacos de renina, o que estimula a ativação da ECA e eleva a geração de 

Ang II, que parece ser o principal responsável pelas alterações 

cardiovasculares, devido ao aumento da expressão de receptores AT1 e AT2 

(Marchant, Brown e Sernia, 1993; Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara, Suzuki, 
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Miyashita, et al., 1997). Além disso, o HT parece ter uma ação importante 

sobre a geração, secreção e degradação de Ang II sintetizados localmente, que 

estão diretamente associadas com a modulação da hipertrofia dos 

cardiomiócitos (Aras et al., 2007). 

No coração, a maioria dos efeitos patológicos como fibrose e hipertrofia 

associados SRA são induzidos pela Ang II e mediado pelo receptor AT1 (Bader 

e Ganten, 2008) ativando várias proteína-quinases intracelulares envolvidos no 

desenvolvimento de hipertrofia, como os membros da família das MAPK, S6 

quinase (p70S6K), as várias isoformas da proteína quinase C (PKC), e Akt 

(Schluter e Wenzel, 2008). Alguns experimentos foram capazes de demonstrar 

a participação desse sistema, onde o bloqueio dos receptores AT1 ou inibição 

da atividade da ECA foi capaz de prevenir ou até mesmo atenuar a hipertrofia 

induzida pelo HT (Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et al., 1997; Asahi et al., 

2001; Basset et al., 2001; Hu et al., 2003; Pantos et al., 2005). Além disso, 

outro receptor de angiotensina (AT2) parece também estar diretamente 

envolvido com a hipertrofia induzida pelo HT, e possivelmente isso acontece 

pela sua mediação sobre os níveis de TGF-β1 (Diniz, Carneiro-Ramos e 

Barreto-Chaves, 2007), o qual é caracterizado como um fator de crescimento 

pertencente a superfamília das citocinas envolvidos diretamente com o 

crescimento, diferenciação e proliferação celular (Purnomo et al., 2013). 

Os níveis elevados de HT parecem ser capazes de induzir aumento de 

Ang II no coração, favorecendo a hipertrofia dos cardiomiócitos, já que o 

silenciamento de AT1, o principal receptor para Ang II, leva a redução da 

hipertrofia induzida por HT, bem como, uma redução da atividade da via de 

sinalização Akt/ GSK3-β/ mTOR (Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 

2009). 

Barreto-Chaves et al. (2010) descreveram a importância de um novo 

componente do SRA intracardiaco, a Ang 1-7, seu receptor Mas e a enzima 

responsável por promover a conversão de Ang II em Ang 1-7, a enzima 

conversora de Ang II (ECA2), sugerindo fortemente a participação do eixo 

ECA2/ Ang 1-7/Mas como mecanismo contra-regulatório do eixo principal do 

SRA, ECA/ Ang II/AT1 no processo hipertrófico estimulado pelos HT. Contudo, 

nenhuma evidencia na literatura até o presente momento demonstrou esse 

efeito. 



31 
 

 

2.6 O knockout para β1-AR como modelo experimental 

As diferenças funcionais dos β-ARs foram reveladas pela primeira vez 

pelo pesquisador Ahlquist em 1948 (Ahlquist, 1948). Passados vinte anos 

desde a demonstração dos β-AR houve a classificação farmacológica das suas 

isoformas (β1-AR e β2-AR) (Rohrer, 1998). Já na década dos anos 1990 os 

pesquisadores já reconheciam a função e existência dos diferentes β-ARs (β1-

AR, β2-AR e β3-AR) no coração. Contudo, a especificação de cada um desses 

receptores foi definida farmacologicamente usando compostos seletivos para 

cada um deles, e já existiam evidências que esses fármacos não possuíam 

seletividade absoluta. Então, pela incapacidade de isolar farmacologicamente 

as diferentes isoformas dos β-AR, especialmente em tecidos onde mais de um 

tipo de receptor é expresso, torna-se muito complicado atribuir funções 

específicas que são sutis para cada isoforma de β-AR in vivo, devido a função 

distinta de cada um deles (Rohrer et al., 1996; Rohrer, 1998).  

A deleção para receptores β-adrenérgicos foi realizado de maneira 

evidente pelo Dr. Daniel Rohrer que pertencia ao grupo do Dr. Brian Kobilka na 

universidade de Stanford (Rohrer et al., 1996). Pois já era bem sedimentada 

por diversos pesquisadores a necessidade de estudos que envolvessem 

alterações transgênicas, os quais seriam instrumentos importantes para o 

entendimento da farmacologia e função dos β-AR, além de determinação das 

cascatas de sinalização em que eles estariam envolvidos e principalmente 

como uma plataforma experimental para conceber novas intervenções 

terapêuticas para se alcançar a cura de várias doenças (Rohrer et al., 1996; 

Rohrer, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

O propósito deste trabalho foi verificar a participação do β1-AR na 

mediação das vias de sinalização biomoleculares ativadas pela hipertrofia 

cardíaca induzida pelo T3 em camundongos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

Em camundongos albinos tratados com T3: 

 

 Investigar a ativação do sistema renina-angiotensina cardíaco na 

mediação da resposta hipertrófica ao T3. 

 Estudar o papel da modulação do sistema nervoso autônomo simpático, 

através da variabilidade da frequência cardíaca, na mediação da 

hipertrofia cardíaca induzida pelo T3.   

 

Em camundongos knockout para β1-AR tratados com T3: 

 

 Avaliar o papel do β1-AR na hipertrofia cardíaca induzida pelo T3, tanto 

do ponto de vista funcional como morfológico por meio de 

ecocardiografia e anatomopatologia. 

 Identificar as possíveis diferenças na ativação do sistema renina-

angiotensina plasmático e cardíaco em resposta hipertrofia cardíaca 

induzida pelo T3; 

 Avaliar os níveis hormonais do peptídeo natriurético atrial (ANP) 

plasmático e cardíaco em resposta hipertrofia cardíaca induzida pelo T3; 

 Identificar as principais vias celulares moduladas pelo β1-AR na 

hipertrofia cardíaca induzida pelo T3. 
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4. JUSTIFICATIVA 

 

A pesquisa básica utilizando modelos animais tem um potencial muito 

grande de fornecer substratos importantes para o entendimento dos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos em diversos tipos de doenças. Além 

disso, esse conhecimento propicia o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas que garantam uma melhor sobrevida e talvez até a cura de 

determinadas enfermidades. Portanto, o presente trabalho se justifica pela 

grande controversa observada na literatura científica a respeitos dos 

mecanismos biomoleculares envolvidos na hipertrofia cardíaca induzida pelo 

hipertireoidismo. 

Neste propósito, o objetivo principal deste trabalho foi identificar a 

importância da participação do β1-AR no modelo de hipertrofia cardíaca 

induzida pela administração de T3 em camundongos. Além disso, poucos 

estudos in vivo descritos na literatura buscaram avaliar a interação dos β1-ARs 

no modelo de hipertrofia induzida pelo hormônio tireoidiano, tornando o 

presente trabalho um dos únicos nessa direção até o presente momento. Para 

tal fim, foram utilizados animais transgênicos com deleção da expressão de β1-

ARs in vivo, técnica esta que representa uma ajuda para ultrapassar algumas 

limitações inerentes a manipulações puramente farmacológicos ou ex vivo 

desses receptores.  

O foco principal do presente trabalho foi detalhar as principais vias e 

mecanismos que medeiam essa hipertrofia, além de observar se o fenômeno 

hipertrófico acontece de forma direta pelas ações genômicas e não-genômicas 

do T3 ou se esse fenômeno é mediado pela estimulação dos sistemas 

simpático via β1-AR e/ou renina-angiotensina cardíaco.  

Sendo assim, a compreensão das interações e/ou alterações 

funcionais, bioquímicas e moleculares que ocorrem nos diferentes tipos de 

hipertrofia cardíaca poderia auxiliar o desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas que sejam amplamente efetivas para o tratamento de doenças que 

promovam insuficiência cardíaca ou qualquer outro tipo de fenômeno 

cardiopatológico, que altere a expressão e síntese de proteínas envolvidas na 

regulação estrutural ou funcional do coração. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Este projeto de pesquisa seguiu as normas e conceitos éticos da 

Comissão de Ética na Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (COMEP). O projeto foi aprovado pela comissão sob o seguinte 

protocolo: (207/2012). Além disso, todas as manipulações experimentais foram 

executadas de acordo com o “Guide for the Use of Laboratory Animals”, 

publicado pelo Instituto de Nacional de Saúde dos Estados Unidos (NIH 

Publication No. 85-23, revised 1996) e de acordo com a Lei número 11794 de 8 

de Outubro de 2008. 

Deve ser destacado que todos os esforços foram feitos a fim de 

minimizar o sofrimento e proporcionar bem estar de todos os animais utilizados 

nesse estudo. 

 

5.1 Animais 

5.1.1 Primeira Etapa: Caracterização da hipertrofia induzida por T3. 

Camundongos adultos machos (8-12 semanas) da linhagem Swiss-

Webster (n = 40, PC = 43,17 ± 1.0 g) foram obtidos do biotério do 

Departamento de Ciências Fisiológicas (DCFis) da UFRuralRJ, e 

permaneceram em sala climatizada com controle de claro-escuro (12 horas por 

período) em caixas contendo no máximo 10 animais com água e ração ad 

libitum. 

 

5.1.2 Segunda Etapa: Caracterização do β1-AR na hipertrofia cardíaca. 

Nessa etapa foram utilizados camundongos machos adultos (16 

semanas) selvagens (n= 16; PC = 28,1 ± 0,6g) e animais knockout para β1-AR 

(β1KO
-/-

) previamente genotipados da linhagem C57BL/6J (n = 13; PC = 31,5 ± 

0,9 g) fornecidos pelo biotério da Universidade de São Paulo (USP), cedidos 

pela professora Patricia Chakur Brum. Todos os animais após chegarem ao 

biotério do Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro permaneceram em sala climatizada (± 22°C) com 

controle do ciclo claro-escuro (12 horas por período). Todos os animais foram 

alocados entre 3-5 animais por caixa, com água e ração ad libitum. 
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5.2 Protocolo Experimental 

A sequência geral de procedimentos dos protocolos experimentais está 

descrito em cada subitem dessa seção e todos os métodos e aparatos técnicos 

aplicados em ambos as etapas do estudo estarão descritas nos itens 

seguintes. 

 

5.2.1 Protocolo experimental da primeira etapa 

Os animais foram submetidos ao protocolo de injeção de T3 por via 

intraperitoneal (10 µg/100g de PC/dia) durante 12 dias (n= 20 animais), e outro 

grupo serviu de controle, os quais receberam salina 0,9% no mesmo volume 

(0,1 mL/dia), durante o mesmo período de 12 dias (n = 27). A dose utilizada 

nesta fase para induzir hipertrofia cardíaca em camundongos foi a mesma 

utilizada no trabalho de Silveira et al. (2014). Ao final do experimento foi 

realizada a eletrocardiografia com de eletrodos de espuma (ECG), da onde se 

originou tacogramas de cada animal para investigação da variabilidade da 

frequência cardíaca (VFC), descrito pela primeira vez no estudo de Silveira et 

al. (2014). Deve ser destacado que ECG com eletrodo de espuma foi 

idealizado para evitar que qualquer tipo de perfuração ou pequenas 

inflamações causadas pelo arame condutor utilizado no eletrocardiograma 

padrão pudesse interferir os resultados. No dia posterior ao ECG foi realizada a 

eutanásia para avaliações post-mortem. A coleta do sangue foi realizada por 

decapitação para posterior dosagem dos níveis séricos de T3. O coração foi 

coletado e pesado e o tecido congelado para as dosagens hormonais 

posteriores e as tíbias direitas foram medidas em cm para a obtenção do peso 

relativo do coração (Figura 13). 
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Figura 13: Representação do protocolo experimental utilizado na primeira etapa de 
caracterização do modelo de hipertrofia induzida pelo T3. 
 

 

5.2.2 Protocolo experimental segunda etapa 

Nesta etapa, os animais selvagens (controles) e experimentais 

(knockouts para β1-AR) foram submetidos a injeções subcutâneas (s.c.) de 

triiodotironina (T3) (T3; Sigma, St Louis, MO, USA), durante 10 dias, na dose de 

50 µg/100g de PC/dia (WTT3 = 8 e β1KOT3 = 8 animais). Este protocolo de dose 

foi baseado em estudos anteriores do nosso grupo (Império, 2013) e de outros 

(De Picoli Souza e Nunes, 2014). Já os animais do grupo controle receberam 

somente veículo (salina 0,9%) durante o mesmo período (WTSal = 7 e β1KOSal = 

5 animais). Deve ser destacado ainda que o mesmo volume (0,1 mL/dia) foi 

injetado em ambos os grupos, semelhante ao que foi realizado no trabalho de 

Silveira et al.,  (2014). As administrações foram realizadas sempre nos mesmos 

horários (~ 09h00min). O T3 foi preferido em relação à tiroxina (T4), por ele não 

requerer ativação por desiodases, especialmente no tecido cardíaco, o que 

poderia representar um fator de interferência nos resultados devido à 

comparação entre animais knockout e selvagens. 

Ao final do experimento foi realizada análise ecocardiográfica (Eco), 

para investigação das caraterísticas anatômicas e funcionais de cada grupo de 

animais. No dia posterior ao Eco foi realizada a eutanásia para avaliações post-

mortem. A coleta do sangue foi realizada por decapitação para posterior 

dosagem dos níveis séricos de Ang I, Ang II e ANP. Os corações foram 

coletados e pesados e o tecido congelado para as dosagens hormonais e 

10 µg/100g pc 
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avaliação das proteínas celulares, e as tíbias direitas foram medidas em cm 

para a obtenção do peso relativo do coração (Figura 14).   

 
Figura 14: Representação do protocolo experimental utilizado na etapa de 
caracterização da participação do β1-AR modelo de hipertrofia induzida pelo T3. A 
figura mostra a realização do exame ecocardiográfico no centro nacional de 
bioimagens (CENABIO II) da UFRJ em parceria com o prof. Antônio Carlos Campos 
de carvalho. 
 

 

5.3 ECG - Estudo do balanço simpato-vagal cardíaco por meio das análises 

da variabilidade da frequência cardíaca e espectral. 

Vinte e quatro horas antes da avaliação eletrocardiográfica, os animais 

foram anestesiados com éter etílico e tricotomizados em toda a extensão 

torácica, sendo acoplado, a cada hemitórax, um eletrodo de espuma (3M do 

Brasil, Ltda., Sumaré-SP, Brasil) de aproximadamente 1,0 cm de diâmetro. 

Momentos antes do registro foram conectados ao sistema de aquisição de 

dados do Departamento de Ciências Fisiológicas da UFRRJ (Amplifier 3A9, 

TEKTRONIX/TL-2 Interface, Bearverton, OR, USA; ADInstruments, Castle Hill, 

NSW, Australia), para o registro do ECG. Os sinais foram adquiridos em 

frequência de 13 KHz e amplitude com resolução de 12 bits e, para a 

visualizações e análise dos registros, foi utilizado o software AcqKnowledge 

versão 3.8.1 (Biopac Systems Inc., Goleta, CA, USA). 

Para análise espectral, foram realizados registros de 10 minutos cada. 

Todo o processamento dos sinais da variabilidade da frequência cardíaca 

(VFC) foi realizado utilizando algoritmos baseados em Matlab (Silveira et al., 

2014) do software Cardioseries versão 1.1 (available at 

http://www.sites.google.com/site/cardioseries/home). Após a detecção do pico 
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de onda R, foram produzidos tacogramas de 600 segundos, contando todas as 

flutuações cardíacas dentro deste período de tempo (Silveira et al., 2014). No 

domínio do tempo, os índices adquiridos foram os seguintes: média do intervalo 

R-R, desvio padrão dos intervalos RR, raiz quadrada das diferenças da média 

quadrada dos intervalos RR sucessivos (Silveira et al., 2014). Para a análise 

espectral da VFC (domínio da frequência), os tacogramas foram 

redimensionados para intervalos iguais, pelo método de interpolação cúbica, 

em uma frequência de 13 Hz, e a tendência linear foi removida (Aubert et al., 

1999; Pereira-Junior et al., 2006). O espectro de potência foi obtido com uma 

decomposição rápida baseada no método de Fourier (periodograma de Welch: 

256 pontos, 50% de sobreposição, e janela Hamming). Duas bandas de 

frequência foram determinadas: baixa frequência (LF: 0,1-1,0 Hz), e alta 

frequência (HF: 1,0-5,0 Hz) e a potência foi estimada como área sob o espectro 

dentro dessas amplitudes de frequência (Silveira et al., 2014). 

 

5.4 Avaliação da função cardíaca por ecocardiograma 

O objetivo do uso de tal ferramenta foi analisar a geometria cardíaca e 

a função sistólica e diastólica do ventrículo esquerdo. A análise da geometria 

cardíaca foi feita por meio da utilização do modo bidimensional para a 

mensuração da área das cavidades ventriculares direita e esquerda ao final da 

diástole em corte transversal no nível dos músculos papilares. Para a 

realização do ecocardiograma, os animais foram anestesiados com gás 

isoflurano 2% em um fluxo de 1L/min de oxigênio, tricotomizados na região do 

precórdio e examinados com o aparelho Vevo 770® High-Resolution Imaging 

System (VisualSonics, Ontário, Canada) com transdutor de 30 MHz. Este 

aparelho foi desenvolvido exclusivamente para pequenos animais, portanto 

possui qualidade superior para realização dessas avaliações em estruturas tão 

pequenas.  

Todas as análises foram medidas em milímetros. A determinação da 

função sistólica do ventrículo esquerdo foi estabelecida através da análise da 

fração de ejeção o qual foi calculada pelo método de Simpson. Este método 

consiste na delimitação, com auxílio de um cursor, de toda a cavidade 

ventricular esquerda em sístole e em diástole de quatro cortes transversais (da 

base ao ápice) e um longitudinal (da saída da aorta ao ápice). O aparelho 
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então calcula automaticamente o volume sistólico e o volume diastólico final 

fornecendo a fração de ejeção. Os animais foram avaliados ao final do 

protocolo de tratamento, e todos foram avaliados no período entre 08 e 12:00 

horas. Os parâmetros ecocardiográficos avaliados e que serão mostrados na 

sessão dos resultados foram: ESIVd – espessura do septo interventricular em 

diástole (mm); DDFVEd – diâmtro diastólico final do ventrículo esquerdo em 

diástole (mm); ERSIVd – espessura relativa do septo interventricular em 

diástole; Massa corrigida do VE – massa corrigida do ventrículo esquerdo (g), 

Fraçao de ejeção do VE – fração de ejeção do ventrículo esquerdo (%). 

 

 

Figura 15: Imagem representativa do equipamento de ecocardiograma para 
camundongos utilizado no presente estudo. 

 

5.5 Análises Hormonais 

5.5.1 Preparação para as análises hormonais sanguíneas. 

O sangue foi colocado em três tubos contendo inibidores de peptidases 

para as dosagens de ANP, Ang I e II. Esses inibidores são basicamente 

constituídos de benzoato p-hidroximercurio (1 mM), 10-fenantrolina (30 mM), 

PMSF (1 mM), pepstatina A (1 mM), EDTA 10% sendo todo procedimento 

realizado sobre gelo. O plasma foi obtido após centrifugação (20 minutos, 3000 

rotações/min a 4 ºC) e estocado a -20 ºC, até o momento dos procedimentos 

padrões para realização da mensuração por técnicas específicas. 

 

5.5.2 Extração dos Hormônios ANG I, ANGII e ANP. 

Incialmente deve ser destacado que todos os procedimentos de 

extração hormonal foram realizados sobre gelo. Nesta extração foram 

utilizados 1 mL de plasma que foi imediatamente acidificado com 2 mL de TFA.  
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Já para a extração dos mesmos hormônios no tecido-específico, cerca 

de 10 mg de tecido cardíaco correspondente a região do ápice foi macerada e 

também acidificado 2 mL de TFA. As extrações de ANP, Ang I e II foram 

realizadas em colunas Bond-Elut (Peninsula Laboratories, CA, EUA). Essas 

colunas foram submetidas a uma pré-ativação com 4 mL de uma solução de 

acetonitrila a 60% (Merck, EUA) diluída em TFA 0,1% (solução A) seguido de 

20 mL de TFA 0,1% (solução B). Após esse procedimento as amostras de 

plasma foram colocadas individualmente nas colunas e diluídas novamente 

com mais 20 mL de solução B. Os peptídeos absorvidos foram então diluídos 

em 3 mL de uma solução a 60% de acetonitrila em TFA 0,1%, sendo coletados 

em tubos com dimensões 12 x 75 mm e liofilizados. No momento do ensaio, o 

liofilizado foi ressuspenso em 400 μl de tampão de ensaio. 

 

5.5.3 Eficiência da Extração dos Hormônios 

Para determinar a eficiência da extração dos hormônios pelos métodos 

utilizados, uma quantidade de (~ 25.000 cpm) do peptídeo marcado (com 125I) 

foi adicionada à 1 mL de plasma, o qual foi submetido às extrações, como 

descrito acima. Os sobrenadantes e os precipitados, gerados em cada uma das 

etapas da extração, foram analisados no contador gama e, a partir dos valores 

de suas radioatividades obtidas, foi calculada a proporção do hormônio 

recuperado no final do processo de extração. A extração foi considerada 

eficiente quando a porcentagem de recuperação do hormônio marcado foi 

acima de 80%. Os anticorpos específicos para Ang I e II foram obtidos a partir 

da Peninsula Inc. (San Carlos, CA, USA; Ang I: T4166; Ang II: T4007), e para 

ANP foi gentilmente cedido por Jolanta Gutkowska (Hotel Dieu, University of 

Montreal, Canada). 

 

5.5.4 Radioimunoensaio  

Todas as dosagens hormonais foram realizadas através de 

radioimunoensaios específicos para T3, ANP, Ang I e Ang II (Vecsei, 1979; 

Gutkowska et al., 1984; Botelho et al., 1994; Haanwinckel et al., 1995; Elias, 

Elias e Moreira, 1998). Todos os ensaios/dosagens foram realizados em 

duplicata. Inicialmente deve ser salientado que a metodologia descrita acima 

está implementada e tem sido rotineiramente utilizada no laboratório de 
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Neuroendocrinologia Básica e Aplicada do Departamento de Fisiologia da 

FMRP-USP. A sensibilidade da radioimunoensaio e os coeficientes de 

variabilidade intra e inter-testes foram, respectivamente, 1,2 pg/mL, 8,1% e 

8,7% para Ang I, 0,39 pg/mL, 6,7% e 8,7% para Ang II e 0,7 pg/mL, 4,9% e 

7,8% para a ANP. 

 

5.6 Avaliação indireta da hipertrofia cardíaca 

O peso do coração foi obtido em miligramas e normalizado pelo 

comprimento da tíbia em centímetros, que foi medida através do instrumento 

paquímetro. Desta forma, obteve-se o peso relativo do coração, que permitiu 

avaliar a hipertrofia cardíaca (Cohen, Aroesty e Rosenfeld, 1966; Otten et al., 

1986; Sjaastad et al., 2000; Mircoli et al., 2002; Van Dijk-Ottens et al., 2010). 

 

5.7 Análise Histopatológica 

Após a eutanásia dos animais por decapitação, os corações foram 

removidos, secos em papel filtro e pesados. Para propósito da análise 

histológica, os corações foram cortados transversalmente ao nível dos 

músculos papilares de ambos os ventrículos, e os tecidos foram fixados em 

bouin. Posteriormente, as amostras foram desidratadas por gradiente crescente 

de etanol (Vetec) (80/100/100%), por 50 min cada, diafanizados em xilol 

(Vetec) por duas vezes e impregnadas com parafina a 60°C (parafina 

histológica; Pró-Cito®, Porto Alegre, RS, Brasil), em 2 banhos de 50 minutos 

cada. Foram realizados cortes no micrótomo (RM 2125 RT, Leica) com 

espessura de 4 μm para a coloração de hematoxilina e eosina, e de 8 μm para 

a coloração de Picrosirius modificado (Dolber e Spach, 1993). As colorações 

por hematoxilina e eosina (H&E) e Picrosirus foram realizados após a 

desparafinização e hidratação do material com três banhos de xilol com 

duração de 15 min cada e álcoois em concentrações decrescentes (100/ 100/ 

90 / 80 / 70%), por 5 min cada. As lâminas foram lavadas em água destilada 

por duas vezes, por 5 minutos. Parte da das lâminas foram coradas com 

hematoxilina (Vetec) por 8 min, posteriormente lavadas em água corrente e 

rapidamente em álcool clorídrico (álcool etílico a 99,5% (Vetec) 940 mL/L, ácido 

clorídrico PA (Vetec) 20 mL/L, água deionizada 40 mL) e depois lavadas 

novamente, por 5 minutos em água corrente e água destilada. As lâminas 
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foram mergulhadas por 3 minutos em eosina (Vetec) e lavadas em água 

destilada e corrente por 5 minutos.  

A hematoxilina e eosina coram o núcleo da célula com a cor azul e o 

citoplasma celular e a matriz extracelular em tons avermelhados, 

respectivamente. Esta coloração permite a observação do diâmetro dos 

cardiomiócitos. A outra parte das lâminas foi corada com picrosirius e teve por 

objetivo permitir a análise de regiões com aumento da deposição de colágeno e 

de tecido íntegro. As lâminas foram colocadas em ácido pícrico (Sigma) 

saturado por 1 hora, lavadas em água corrente e destilada por 10 min. 

Posteriormente, as lâminas foram colocadas na solução de ácido 

fosfomolíbidico 0,2% (Vetec), por 1 min. Após esse tratamento, as lâminas 

foram imersas na solução de picrosirius (Vetec) por 90min. Depois as lâminas 

foram mergulhadas em ácido clorídrico (Vetec) por 2 min e lavadas em água 

corrente e água destilada por 5 minutos. Após o processo de coloração, todas 

as lâminas foram banhadas em álcoois em concentrações crescentes 

(70/100/100/100 %) e em três banhos de xilol puro, todos por um período de 5 

minutos. Finalmente, as lâminas foram montadas em resina sintética Entellan® 

(Merck, Darmstadt, Alemanha). 

As imagens foram obtidas utilizando um microscópio de luz (Axiovert 

100; Zeiss, Göttingen, Alemanha) acoplado a uma câmera digital Olympus, 

utilizando ampliação 40x. As imagens foram analisadas utilizando o software 

ImageJ (disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html) com uma resolução 

de 2272 × 1704 pixels. 

Para a determinação do diâmetro dos cardiomiócitos foram utilizados 3 

corações por grupo de animais, onde avaliou-se 8 campos por corte, com 

captura de 10 células por campo, obtendo-se em média 80 a 90 cardiomiócitos 

de cada coração para o cálculo das médias de cada campo, onde a variância 

máxima aceita foi de 2%). Além disso, os cardiomiócitos deveriam atender a 

duas características fundamentais para que fossem mensurados: o seu corte 

teria que apresentar o núcleo central e a presença de uma membrana celular 

íntegra. Dessa forma, o diâmetro foi determinado, delimitando-se uma linha 

reta de um ponto da membrana plasmática para o lado oposto passando pelo 

centro do núcleo, de acordo com Grimm et al. (1998).  
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Com o objetivo de evidenciar fibrose foram utilizados os mesmos 

cortes, porém com coragem dos cortes por picrosirius com ampliação de 20x. 

Todavia, os dados obtidos após análise dos cortes não demonstraram áreas de 

fibrose, não sendo necessário o cálculo da área da mesma. 

Além disso, todas as medidas morfométricas foram realizadas por dois 

investigadores independentes (RL, AS), de maneira cega tanto para os grupos 

quanto para a modalidade de tratamento. A variabilidade foi avaliada através 

da realização de análises repetidas e foi calculado como variação aceitável de 

1% intra-avaliador e 3% inter-avaliadores. Para análise dos dados foram 

utilizados os cinco campos com medidas mais estáveis para evitar 

contaminação dos resultados por alta variação. 

 

5.8 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presença de SDS (SDS-PAGE) 

Os corações de camundongos dos diferentes grupos experimentais 

foram homogeneizados em Politrom contendo Tris (50 mM, pH 7,4), NaCl (150 

mM), EDTA (1 mM), Triton X-100 (1%), deoxicolato de sódio (1%), solução de 

dodecil sulfato de sódio (SDS, 1%), acrescido de inibidores de proteases 

[aprotinina (5 µg/mL), leupeptina (1 µg/mL), fluoreto de fenilmetil sufonil (PMSF, 

1 mM)] e de fosfatases [ortovanadato de sódio (10mM), fluoreto de sódio (100 

mM) e pirofosfato de sódio (10 mM)]. 

O homogenado foi centrifugado a 21000 g, 4°C, durante 20 minutos. O 

sobrenadante foi utilizado para a quantificação de proteínas totais pelo método 

de Lowry et al. (1951) e posteriormente para determinação do conteúdo 

proteico por Western blot. A uma alíquota de sobrenadante foi adicionado 

tampão da amostra contendo SDS (4%), Tris-HCl (125 mM), glicerol (20%), 

DTT (100 mM), azul de bromofenol (2%, pH 6,8). A eletroforese em gel de 

SDS-PAGE foi realizada de acordo com o método descrito por Laemmli et al. 

(1970). As amostras foram aquecidas a 100°C por 4 minutos e aplicadas em 

sistema de mini-gel vertical (modelo Protean III Cell BioRad®) de 

acrilamida:bisacrilamida com 0,75 mm de espessura e gel de separação de 10 

a 18% de acordo com a proteína analisada. Foi utilizado padrão de peso 

molecular da Fermentas® contendo proteínas de 10-170 kDa. As corridas 

eletroforéticas foram realizadas em cubas de acrílico contendo tampão de 
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corrida [Tris-HCl (25 mM e pH 8,4), glicina (115 mM), SDS (0,1%)], sob 

voltagem de 90 Volts, durante 4 horas. 

 

5.9 Western Blot 

Após a corrida eletroforética, o gel foi preparado para a transferência 

(BioRad® Trans-Blot SD Cell, CA, EUA) de acordo com o método descrito por 

Towbin et al. (Towbin, Staehelin e Gordon, 1979). Inicialmente, o gel e a 

membrana de nitrocelulose (NC) foram colocados na solução de transferência 

contendo Tris (48 mM), glicina (39 mM), SDS (10%) e metanol (0,2 M), pH 7,4. 

Após a montagem do sistema de transferência, as proteínas presentes no gel 

de poliacrilamida foram transferidas para a membrana NC, sendo o processo 

de transferência realizado durante 30 minutos sob a voltagem fixa de 20 volts, 

à temperatura ambiente. Após o término da transferência, a membrana de NC 

foi submetida a immunoblot, sendo incubada por 1 hora, sob agitação, à 

temperatura ambiente em solução de leite desnatado em pó 10%, diluído em 

solução TBS-T contendo Tris-HCl (0,02 M), NaCl (0,16 M) e Tween 20 (0,1%), 

pH 7,4. Após o bloqueio, a membrana foi incubada durante 12 horas a 4ºC com 

anticorpos primários de coelho das seguintes proteínas analisadas: substratos 

fosforilados pela PKA (1:1000,  Cell Signaling®, MA, EUA), ERK1/2 p-

Thr202/Tyr204  (1:1000, Cell Signaling®, MA, EUA), P38 p-Thr180/Tyr182 

(1:1000, Cell Signaling®, MA, EUA),  4EBP1 p-Thr70 (1:1000, Cell Signaling®, 

MA, EUA), enzima conversora de ANG 1 (1:1000, abcam®, EUA) e anticorpo 

primário de camundongo para a proteína β-actina (1:3000, Santa Cruz 

Biotecnology®, CA, EUA). As diluições dos anticorpos primários foram 

realizadas em solução de TBS-T contendo 2,5% de albumina bovina sérica e 

0,01% de azida sódica. Os anticorpos foram retirados e as membranas 

devidamente lavadas com solução de TBS-T, posteriormente incubadas 

durante 1 hora à temperatura ambiente, com o anticorpo secundário anti-IgG 

ligado à peroxidase (anti-IgG de coelho, diluição de 1:5000 em TBS-T ou anti-

IgG de camundongo, diluição de 1:5000 em TBS-T). Após a lavagem das 

membranas para remoção do excesso de anticorpo secundário não ligado, a 

membrana foi revelada no aparelho ChemiDoc™ XRS (BioRad®, CA, EUA) por 

aproximadamente 30 minutos após a adição de partes iguais dos reagentes do 

kit de quimioluminescência amplificada ECL™ (Amersham Biosciences®, NJ, 
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EUA). As bandas reveladas foram quantificadas por densitometria utilizando o 

software ImageLab™ (BioRad®, CA, EUA). Após a quantificação densitométrica 

das proteínas, o valor obtido na análise foi dividido pela densitometria da β-

actina, proteína constitutiva utilizada como referência em todos os 

experimentos. Os resultados obtidos foram comparados com os respectivos 

grupos controles, os quais foram considerados como 100%. 

 

5.9.1 Controles de Carregamento em Western Blot 

Para a análise, interpretação e comparação de resultados provenientes 

de diferentes Western blots, é essencial que aja um controle de carregamento 

da amostra aplicada, pois este controle garante: a mesma quantidade de 

proteína aplicada em cada poço; a transferência das proteínas, do gel para a 

membrana, com eficiência igual entre os diferentes poços; A incubação com o 

anticorpo e detecção do sinal uniforme ao longo dos poços. Entretanto, alguns 

autores já propuseram a descontinuação da utilização de proteínas como 

controles de carregamento para a utilização apenas da coloração Ponceau das 

proteínas antes da etapa de transferência (Romero-Calvo et al., 2010). Dessa 

forma, a combinação do controle de carregamento e coloração Ponceau na 

membrana de transferência é descrito como ideal para um protocolo de 

Western blot, e por isso este procedimento foi utilizado no presente estudo. 
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6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As variáveis que apresentaram elevada variabilidade intragrupo, 

observada através dos valores do desvio padrão, foram normalizadas pela 

média dos valores dos animais controle.  O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado 

em todas as variáveis analisadas, após as normalizações dos valores, e em 

caso de distribuição não normal foram utilizados procedimentos estatísticos 

não paramétricos. Para a comparação das médias intra e entre grupos aplicou-

se o teste de análise de variância de uma via (one-way ANOVA), em caso de 

valor F significativo fez-se a verificação post-hoc com o teste de Tukey, para 

identificar onde ocorreram tais diferenças. Para a comparação de apenas 2 

grupos independentes foi utilizado o teste t de Student. Em todos os testes o 

grau mínimo de significância adotado foi de 95% (p < 0,05) ou 99% (p < 0,01).  

A análise de variância fatorial (two-way ANOVA) seria aplicada no 

tratamento estatístico do presente estudo. Contudo, um dos pressupostos da 

ANOVA fatorial é a igualdade numérica de dados em todos os grupos, e por 

esse motivo a two-way ANOVA não foi aplicada, para que as chances de 

cometer erros do tipo II fossem reduzidas durante a análise e interpretação dos 

dados.  

Para a identificação dos dados amostrais com grande dispersão (do 

inglês outliers) aplicou-se o teste descrito por Dixon (Dixon, 1950; 1951; Dixon, 

1953), porém no presente trabalho fez uso da tabela atualizada dos valores 

críticos desse teste (Verma e Quiroz-Ruiz, 2006).  

Todos os dados foram descritos como média ± Erro Padrão da Média 

(EPM), e todos os cálculos foram realizados pelo software GraphPadPrism® 

(Versão 6.0, Graphpad software, Inc., San Diego, USA). 
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7. RESULTADOS 

 

Além da caracterização morfológica da hipertrofia, se deu ênfase nesta 

etapa pela investigação da modulação simpática da hipertrofia induzida pelo T3. 

Assim, nesta etapa, nossa hipótese principal era a de que o T3 não fosse capaz 

de alterar o balanço simpato-vagal cardíaco. Finalmente, também se avaliou o 

conteúdo de angiotensina II no coração dos animais para consolidar, como 

descrito na literatura (Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et 

al., 1997; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009) e sugerido 

pelos nossos dados não publicados, a participação do SRA na mediação da 

resposta hipertrófica induzida pelo T3.   

 

7.1 Primeira etapa: Caracterização do modelo de hipertrofia cardíaca 

induzida por T3 

O tratamento durante 12 dias de administração com T3 na dose de 0,1 

mg/kg) resultou em aumento significativo dos níveis séricos de T3 total quando 

comparados ao seu grupo controle (T3 = 174,8 ± 11,6 ng/dl vs. CTR = 116,1 ± 

5,13 ng/dl, p < 0,01, Figura 16). 

 

 

Figura 16. Concentração sérica de T3 total (ng/dl) no grupo de camundongos tratados 
com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). O símbolo sobre a barra indica diferença 
em relação ao controle CTR (**p < 0,01). 
 

O peso corporal foi acompanhado diariamente e não houve diferença 

no peso corporal ao longo dos 12 dias de tratamento com T3 em relação ao seu 
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respectivo controle (Figura 17). Corroborando os dados da literatura em 

protocolo de administração de T3 com duração de 12 dias (Silveira et al., 2014). 

 

 
 
Figura 17. Peso corporal do grupo tratado com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). 
Note que não houve diferença estatística entre os grupos (p > 0,05). 

 

O peso relativo dos corações dos animais 12 dias após o tratamento 

com T3 foi significativamente maior quando comparado aos seus grupos 

controles (T3 = 115,0 ± 3,9 mg/cm vs. CTR = 89,28 ± 1.8 mg/cm, p<0,01, 

Figura 18). 

 

 

Figura 18. Peso relativo do coração (normalizado pelo comprimento da tíbia) no grupo 
de camundongos tratados com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). O símbolo sobre 
a barra indica diferença em relação ao controle CTR (**p < 0,01). 

 

Não houve evidência de fibrose miocárdica nos cortes histológicos dos 

corações nos grupos estudados, corroborando os resultados do peso relativo 
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do coração, o diâmetro dos cardiomiócitos apresentou aumento significativo no 

grupo tratado com T3 (183,8 ± 6,76 pixels) comparado ao seu controle (118,4 ± 

1,94 pixels). Vale ressaltar que o tamanho do efeito foi verificado através do 

cálculo de variação (∆ = 79,8 pixels, Figura 19). A Figura 20 mostra o aumento 

do diâmetro dos cardiomiócitos dos animais tratados em relação aos seus 

controles. 

 

 
Figura 19. Diâmetro dos cardiomiócitos (pixels) do grupo de animais tratados com o 
seu respectivo controle, durante 12 dias de tratamento com T3 (T3, n=20) ou salina 
(CTR, n=20). O símbolo sobre a barra indica diferença em relação ao grupo CTR (***p 
< 0,001). 
 

 

 
Figura 20. Fotos de cortes histológicos de músculo cardíaco obtido do ventrículo 
esquerdo do grupo controle (esquerda) e tratado com T3 (direita). Note a hipertrofia 
dos cardiomiócitos mais acentuada no animais tratado com T3 (setas). Aumento de 
40x e coloração HE em ambos os cortes. 
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A Figura 21 mostra o resultado da mensuração da frequência cardíaca 

(FC) nos animais acordados, realizada a partir do ECG nos grupos T3 e CTR. 

Os resultados obtidos foram que a FC encontrada no grupo controle (456,18 ± 

12,41 bpm) foi parecida com o grupo tratado com T3 (459,5 ± 9,67 bpm), e 

portanto, sem nenhuma diferença estatística significativa (p > 0,05).  

Curiosamente, pode-se concluir preliminarmente que, embora o peso 

corporal e o cronotropismo não tenham sofrido alterações substanciais, a 

hipertrofia cardíaca ocorreu em resposta ao protocolo de administração de T3 

utilizado aqui. Pode-se ainda sugerir que, o T3 neste protocolo, deve exercer 

efeitos tróficos diretos nos cardiomiócitos, independentemente de seus efeitos 

no aumento da demanda metabólica. Estudos hemodinâmicos por meio de 

cateterismo arterial para avaliação dos níveis pressóricos neste modelo 

contribuirão para confirmar esta hipótese. 

 

 

Figura 21. Mensuração da frequência cardíaca no grupo tratados com T3 (T3, n=20) 
ou veículo (CTR, n=20). Sem diferença estatística significativa (p > 0,05). 

 

Como descrito anteriormente no início desta sessão, buscou-se 

investigar a modulação autonômica nos animais tratados com T3, corroborar os 

resultados preliminares do nosso grupo em ratos que indicaram não haver 

interferência (modulação) autonômica na hipertrófica cardíaca induzida pelo 

HT. Pra tanto, foi feita a análise da variabilidade da frequência cardíaca 

apresentado na Figura 22. Foram realizadas análises no domínio do tempo, 

onde o intervalo R-R foi determinado em qualquer ponto no tempo. Essa 

medida se baseou em simples cálculos estatísticos realizados em um intervalo 

nas séries de R-R. Foram realizadas análises no domínio do tempo, onde a 
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frequência cardíaca em qualquer ponto no tempo ou intervalo R-R foi 

determinada. Essa medida se baseou em simples cálculos estatísticos 

realizados em um intervalo nas séries de R-R. Como observado, os dados 

mostraram diminuição significativa na raiz quadrada da média dos quadrados 

das diferenças entre R-R sucessivos (RMSSD) entre o grupo tratado (168,24 ± 

4,44 ms) quando comparado ao seu grupo controle (186,014 ± 7,04 ms). Essa 

redução da VFC no grupo tratado sugere que o T3 leva a redução do tônus 

parassimpático e/ou aumento do tônus simpático pelo menos em 

camundongos. 

 

 

Figura 22. Análise da variabilidade da frequência cardíaca no domínio do tempo 
através da raiz quadrada da média dos quadrados das diferenças entre R-R 
sucessivos (RMSSD) nos animais tratados com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). 
Note a redução do RMSSD que sugere diminuição da modulação parassimpática ou 
aumento da simpática. O símbolo sobre a barra indica diferença em relação ao 
controle CTR (*p < 0,05). 

 

A Figura 23 mostra a análise espectral das ondas de baixa frequência. 

A decomposição da frequência no componente oscilatório da onda de baixa 

frequência (LF) com variação de 0,1 a 0,15 Hz pode ser considerada 

decorrente de atividade simpática e parassimpática no coração, entretanto 

sendo o componente simpático predominante (Saul, 1990). Em nosso trabalho 

a faixa de variação utilizada para essa banda de frequência foi entre 0,1 a 1,0 

Hz. Desse modo, não foi identifica qualquer diferença estatísticas no 

componente oscilatório de baixa frequência LF entre o grupo controle 

(27085,56 ± 2183,09 ms2) e o tratado (24818,98 ± 2133,75 ms2). 
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Figura 23. Análise espectral da VFC no domínio da frequência, por meio do 
componente oscilatório LF nos animais tratados (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). 
Sem diferença estatística significativa entre os grupos (p > 0,05). 

 

A Figura 24 demonstra a mensuração da VFC por meio da 

decomposição, no domínio da frequência, do componente oscilatório de alta 

frequência (HF), com variação de HF: 1 a 5 Hz, modulada pelo sistema nervoso 

parassimpático e gerada pela respiração sendo indicador da modulação do 

nervo vago no coração (atividade parassimpática) (Furlan et al., 1990). O grupo 

de animal tratado (2322,38 ± 342,67 ms2) comparado ao controle (3959,35 ± 

594,55 ms2) exibiu redução estatística significativa no componente oscilatório 

de alta frequência (HF). Este achado sugere que o T3 possa diminuir a 

atividade vagal nesses animais, corroborando os estudos de Karthik et al. 

(2009) e Silveira et al. (2014). 

 

 

Figura 24. Análise espectral da VFC na faixa de alta frequência em camundongos 

tratados com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). O símbolo sobre a barra indica 
diferença em relação ao controle CTR (*p < 0,05). 
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Analisando a razão LF/HF, que representa o balanço autonômico, 

simpato-vagal sobre o coração (Vanderlei et al., 2009), pode se notar aumento 

significativo neste parâmetro no grupo tratado com T3 (31,85 ± 5,12 ms2) vs. 

controle (14,99 ± 2,77 ms2) demonstrando que, os níveis séricos de T3 

aumentados alteraram a relação dos espectros, no sentido de uma elevação na 

razão LF/HF em relação ao grupo controle, sugerindo aumento da modulação 

simpática para o coração nesses animais quando comparados ao seu controle 

(Figura 25). 

 

 

Figura 25. Relação dos espectros de baixa e alta frequência no grupo de 
camundongos tratados com T3 (T3, n=20) ou veículo (CTR, n=20). O símbolo sobre a 
barra indica diferença em relação ao controle CTR (*p < 0,05). 

 

Sabendo-se da importância da interação entre o sistema nervoso 

autonômico e o renina-angiotensina, especulou-se que talvez houvesse 

diferença na ativação do SRA cardíaco devido as distintas alterações do 

balanço simpato-vagal em resposta ao T3 exibidas pelos animais descritas 

anteriormente. Analisando os conteúdos de Ang I e Ang II cardíaco foi possível 

observar um aumento significativo de ambas no grupo tratado com T3 

comparado ao seu controle (Ang I= 7,7 ± 1,1 pg/mg ptn vs. 4,2 ± 0,4; e Ang II= 

1,4 ± 0,1 pg/mg ptn vs. 0,8 ±0,1 pg/mg ptn, no grupo T3 vs. controle 

respectivamente, *p < 0,05) (Figura 26). Mediante esses dados, possivelmente, 

a ativação do SRA cardíaco se deu em resposta ao aumento dos níveis séricos 

de T3 (Carneiro-Ramos et al., 2010; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 

2010; Silveira et al., 2014). 
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Figura 26. Análise de angiotensina cardíaca no grupo tratado com T3 (T3, n=20) 
comparado ao controle (CTR, n=20). A: Níveis de angiotensina I; B: Níveis de 
angiotensina II. Os símbolos sobre as barras indicam diferença em relação ao controle 
CTR (**p < 0,01). 

 

Neste estudo foi avaliado o conteúdo de ANP cardíaco demonstrando 

que o tratamento com T3 em comparação ao veículo reduziu a concentração de 

o ANP (T3= 4,9 ± 0,9 pg/mg de ptn; CTR= 9,3 ± 1.2 pg/mg de ptn, Figura 27). 

 

 

Figura 27. Conteúdo do ANP cardíaco no grupo tratado com T3 (T3, n=20) comparado 
ao controle (CTR, n=20). O símbolo sobre a barra indica diferença em relação ao 
controle CTR (**p < 0,01). 

 

 

7.2 Segunda etapa: Caracterização da participação do β1-AR na hipertrofia 

cardíaca induzida por T3 

Embora não exclua a pouca importância do SNA simpático na hipertrofia 

cardíaca induzida pelo T3 em camundongos, podemos concluir que no 

protocolo utilizado na etapa anterior ocorre aumento da modulação simpática e 
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ativação do SRA cardíaco. Portanto a hipótese da não ativação do SNA 

simpático pelo T3 neste modelo foi descartada.  

Adicionalmente, considerando que a função cardíaca não foi avaliada na 

etapa anterior, procurou-se investigar nesta etapa, a participação do receptor β-

adrenérgico na qualidade (fisiológica vs. patológica) da hipertrofia cardíaca. 

Portanto, a hipótese a ser testada neste novo protocolo foi a de que o 

β1-AR participa da hipertrofia cardíaca induzida pelo T3.  

 

7.2.1 Caracterização da via molecular PKA nos animais β1-AR knockout 

A via de sinalização clássica mediada pelos β1-ARs é a ativação da via 

da PKA. Entretanto, foi verificado que os animais knockout para β1-AR 

apresentaram redução significativa dos níveis de substratos fosforilados de 

PKA quando comparados aos animais selvagens (β1KO= 0,4 ± 0,03 UA vs. 

WT= 1,0 ± 0,05 UA, p < 0,05, Figura 28). 

 

 

Figura 28: Nível de substrato fosforilado de PKA em animais knockout para β1-AR e 
os seus controles selvagens (WT). As letras diferentes sobre as barras representam 
diferença estatística significativa entre os grupos no teste t de Student para amostras 
independentes (p < 0,001). Número de experimentos = 3; Número de animais = 
5/grupo. 
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7.2.2 Estudo ecocardiográfico 

Ao avaliar a espessura do septo interventricular em diástole (ESIVd) foi 

verificado que o tratamento com T3 causou uma redução significativa no grupo 

de animais selvagens tratados com T3 (WTT3 = 0,7 ± 0,02 mm) quando 

comparado ao seu respectivo controle (WTsal = 0,9 ± 0,04 mm; p<0,05). 

Nenhuma diferença foi observada entre os grupos de animais knockout para 

β1-AR (β1KOsal = 0,9 ± 0,02 mm e β1KOT3 = 1,0 ± 0,0 mm; p < 0,05, Figura 

29A).  

Já a avaliação do diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo em 

diástole (DDFVEd) demonstrou que o tratamento com T3 no grupo de animais 

selvagens provocou aumento significativo dessa variável em relação ao seu 

controle (WTT3= 5,4±0,14 mm vs. WTsal= 4,7±0,19 mm; p<0.05). Por outro lado, 

os animais knockout para receptor β-adrenérgico tratado com T3 apresentaram 

redução significativa para DDFVEd em relação ao seu grupo controle (β1KOT3 

= 3,9 ± 0,11 mm vs. β1KOsal = 4,7 ± 0,3 mm; p<0,05). Além disso, ao comparar 

ambos os grupos tratados com T3 foi observado que o grupo β1KOT3 exibiu 

valores significativamente menores que o grupo WTT3 (p<0,05), significando 

que o efeito de T3 foi dependente do β1-AR (Figura 29B). Isto também pode ser 

observado na figura representativa do ecocardiograma no Modo-M (Figura 30). 

Ao avaliar a espessura relativa do septo interventricular em diástole 

(ERSIVd), parâmetro que normaliza a espessura do septo pelo diâmetro da 

cavidade, ambos em diástole (vide materiais e métodos), verificou-se que 

enquanto os animais WTT3 (0,13 ± 0,004) apresentaram redução significativa 

quando comparado ao WTsal (0.19 ± 0.003; p < 0,05), os β1KOsal (apresentaram 

aumento quando comparados aos seus controles selvagens (β1KOsal : 0,19 ± 

0,011 vs. β1KOT3: 0,25 ± 0,007; p < 0,05, Figura 29C). O mesmo pode ser 

observado na figura representativa do ecocardiograma no Modo-M (Figura 30). 

A massa corrigida do ventrículo esquerdo (Massa Corrigida do VE) foi 

outra variável importante analisada no presente trabalho relacionada a 

anatomia cardíaca, e consequentemente hipertrofia. Neste caso, houve 

aumento estatisticamente significativo somente no β1KOT3 (139,5±3,8 g) 

quando comparado a β1KOsal (114,6 ± 5,3 g; p < 0,05). Não houve diferença 

entre WTsal (109,7 ± 4,9 g; p < 0,05) e o WTT3 (111,7 ± 6,3 g; p < 0,05, Figura 

29D). 
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Figura 29: Analise ecocardiográfica de diferentes parâmetros morfológicos em 
animais selvagens e β1-knockout. A: Espessura do septo interventricular em diástole 
(ESVId) (F = 24,84; p < 0,001); B: Diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo em 
diástole (DDFVEd) (F = 13,77; p < 0,001); C: Espessura relativa do septo 
interventricular em diástole (ERSIVd) (F = 63,47; p < 0,001); D: Massa corrigida do 
ventrículo esquerdo em percentual (Massa Corrigida do VE (%)) (F = 7,817; p < 
0,001). As letras diferentes sobre as barras representam diferença estatística 
significativa entre os grupos no teste de análise de variância de uma via após 

verificação post hoc de Tukey (p < 0,05).  
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Figura 30: Imagens ecocardiográficas no Modo-M representativas dos grupos WTsal 

(A), WTT3 (B), β1KOsal (C) e β1KOT3 (D). Note o aumento da luz do VE (dilatação) do 
VE no grupo WTT3 e a diminuição da luz do VE com maior espessamento do septo 
interventricular (cardiopatia restritiva) no β1KOT3. As linhas tracejadas mostram o 
DDFVEd = diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo e o ESIVd = espessura do 
septo interventricular em diástole. Canto superior direito mostra a escala de 1 mm. 

 

Para caracterizar funcionalmente os corações que hipertrofiaram em 

direções opostas em resposta a administração de T3 (i.e, hipertrofia com 

aumento da luz do VE no WT controle e hipertrofia restritiva, diminuição da luz 

do VE, no β1KO) avaliou-se a função sistólica cardíaca por meio do cálculo da 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo. Neste caso, foi percebido que 

somente o grupo β1KOT3 apresentou redução significativa dessa variável 

quando comparado ao seu respectivo controle (β1KOT3 = 51,8 ± 0,6 vs. β1KOsal 

= 60,3 ± 1,4%, p  < 0,05), ou ao grupo de animais selvagens tratados com T3 

(β1KOT3 = 51,8 ± 0,6 vs. WTT3= 58,1 ± 1,3 %, p < 0,05, Figura 31). Não 

encontrada diferença significativa para a comparação intra-grupo dos animais 

selvagens (WTsal = 59,1 ± 2,4 vs. WTT3= 58,1 ± 1,3 %, p < 0,05, Figura 31). 
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Figura 31: Função sistólica avaliada pela fração de ejeção do ventrículo esquerdo 
(VE) após o tratamento com hormônio tireoidiano ou veículo em animais com ausência 
do β1-AR (β1KO) e em animais do grupo controle (WT). As letras diferentes sobre as 
barras representam diferença estatística significativa entre os grupos na análise de 
variância de uma via, após verificação post hoc de Tukey (F = 5,962; p < 0,001). 

 

7.2.3 Estudo da morfometria dos cardiomiócitos 

Ao avaliar o nível de hipertrofia cardíaca através da análise de cortes 

histológicos, verificou-se que somente nos animais tratados com hormônio 

tireoidiano (WTT3 = 107,4 ± 3,2 pixels; β1KOT3 = 126,8 ± 3,1 pixels) houve 

aumento do diâmetro dos cardiomiócitos em comparação aos seus respectivos 

controles (WTsal = 84,4 ± 2,5 pixels; β1KOsal = 91,7 ± 2,0 pixels, p < 0,05). 

Entretanto, foi observado que o grupo β1KOT3 apresentou a maior média de 

diâmetro em relação a todos os outros grupos (F = 47,60; p < 0,001, Figura 31). 
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Figura 32: Avaliação da hipertrofia cardíaca através do diâmetro dos cardiomiócitos 
relacionadas à participação do β1-AR e tratamento com T3. As letras diferentes sobre 
as barras representam diferença estatística significativa entre os grupos no teste de 
análise de variância de uma via após verificação post hoc de Tukey (F = 5,962; p < 
0,001). 

 

7.2.4 Estudo da massa corporal e dos órgãos 

A massa corporal pré, intra e pós-tratamento não apresentou qualquer 

alteração intra ou entre grupos. Entretanto, quando observado a variação do 

preso corporal (Δ peso corporal) houve uma diferença significativa somente 

entre   β1KOT3 e WTsal (p < 0,05), Tabela 1. 

Ao avaliar a massa cardíaca absoluta não foi identificada nenhuma 

diferença estatística em qualquer dos grupos experimentais. Entretanto, 

quando a massa cardíaca foi normalizada pelo comprimento da tíbia, o grupo 

β1KOT3 foi estatisticamente diferente do seu respectivo controle (β1KOsal), e de 

todos os outros grupos de animais selvagens (p < 0,05) (tabela 1). 

Os dados sobre os pesos absolutos e relativos hepáticos e pulmonares 

não revelaram qualquer diferença entre os grupos, reduzindo a possibilidade de 

algum tipo de insuficiência congestiva ou alterações anatomopatológicas entre 

β1KO e WT (tabela 1) 
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Tabela 1: Análise da massa corporal e dos órgãos nos grupos experimentais.  

 

WTsal: animal selvagem tratado com salina; WTT3: animal selvagem tratado com salina; 
β1KOsal: animal knockout para β1-AR tratado com salina; β1KOT3: animal knockout 
para β1-AR tratado com T3. A massa relativa foi estabelecida através da razão entre o 
peso absoluto do órgão e o peso corporal do animal. * diferença estatística significativa 
em relação a todos os grupos no teste de análise de variância de uma via após 
verificação post hoc de Tukey (F= 7,859; p<0,05). 

 

7.2.5 Estudo do peptídeo natriurético atrial (ANP) plasmático e cardíaco 

O peptídeo natriurético atrial (ANP) plasmático exibiu um nível 

significativamente mais elevado nos animais WTT3 (1,6±0,1 pg/mL) quando 

comparados ao seu respectivo controle (WTsal= 1,0±0,04 pg/mL) ou aos 

animais knockout tratados com T3 (β1KOT3= 0,8±0,04 pg/mL, Figura 32A). 

Os níveis cardíacos de ANP encontrados demonstraram uma 

importante resposta relacionada a hipertrofia cardíaca confirmada por outras 

variáveis descritas anteriormente. O ANP foi significativamente maior no grupo 

de animais knockout tratados com T3 quando comparado ao grupo knockout 
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controle (β1KOT3= 1,2±0,1 vs. β1KOsal= 0,9±0,06 pg/mL). Mais uma vez, a 

resposta no grupo de animais selvagens tratados com T3 foi oposta aquela 

apresentada pelos knockouts também tratados. Neste caso, o ANP diminuiu no 

WTT3 quando comparado ao WTsal (WTsal= 0,98±0,03 vs. WTT3= 0,7±0,02 

pg/mL, p <0,05, Figura 32B). 

Estes dados em conjunto sugerem uma resposta adaptativa na 

secreção de ANP no grupo de camundongos selvagens (baixos valores de 

ANP cardíaco devido a alta secreção para o plasma) comparados aos animais 

knockout (acúmulo de ANP no coração) ambos tratados com T3. 

 

 

Figura 33: Experimento de radioimunoensiao para ANP. Níveis plasmáticos e 
cardíacos de ANP em resposta ao tratamento com T3 e modulação do β1-AR. A: Nível 
plasmático de ANP (F = 17,08; p < 0,05); B: Nível cardíaco de ANP (F = 19,85; p < 
0,05). As letras diferentes sobre as barras representam diferença estatística 
significativa entre os grupos no teste de análise de variância de uma via após 
verificação post hoc de Tukey. 

 

7.2.6 Estudo do sistema renina angiotensina (SRA) cardíaco e plasmático 

A Ang I plasmática não apresentou qualquer diferença estatística 

independente do tratamento ou grupos (p > 0,05, Figura 33A). Resposta 

bastante semelhante foi observada ao avaliar os níveis plasmáticos de Ang II (p 

> 0,05, figura 33C). 

O comportamento do sistema renina-angiotensina cardíaco foi 

semelhante o observado no plasma. Desse modo, os níveis de Ang I nos 

animais tratados com T3 não apresentaram diferenças estatísticas significativas 

(WTT3 = 4,0±0,5 pg/mL e β1KOT3 = 3,8 ± 0,7 pg/mL) quando comparados aos 

seus respectivos controles (WTsal = 4,8 ± 0,5 pg/mL e β1KOsal = 3,3 ± 0,8 

pg/mL), e também, sem diferenças entre eles (Figura 33B). 
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De modo semelhante ao descrito anteriormente, os níveis de Ang II 

cardíaco nos grupos tratados com T3 (WTT3 = 0,8 ± 0,1 pg/mL; β1KOT3 = 0,7 ± 

0,7 pg/mL) também não exibiram qualquer diferença em relação aos seus 

respectivos controles (WTsal = 0,9 ± 0,1 pg/mL; β1KOsal = 0,6 ± 0,1 pg/mL), 

também sem diferenças estatísticas entre eles (Figura 33D). 

 

 

Figura 34: Experimento de radioimunoensiao para Ang I e II. A: Nível plasmático de 
Ang I (F = 2,4; p > 0,05); B: Nível cardíaco de Ang I (F = 1,03; p > 0,05); C: Nível de 
ANG II plasmático (F = 2,2; p > 0,05); D: Nível de Ang II cardíaco (F = 1,2; p > 0,05). 
As letras diferentes sobre as barras representam diferença estatística significativa 
entre os grupos no teste de análise de variância de uma via após verificação post hoc 

de Tukey. 

 

7.2.8 Resposta da ECA relativa aos grupos experimentais 

Para melhor entendimento sobre a ativação do sistema renina-

angiotensina cardíaco, avaliou-se a ativação da ECA no coração de todos os 

grupos. 

Para ECA fosforilada (p-ECA) somente os grupos tratados com T3 

apresentaram elevação significativa quando comparado aos seus respectivos 

controles, porém sem diferença entre eles (WTT3= 4,3±1,0 UA; β1KOT3 = 3,6 ± 

0,3 AU). Não foi evidenciada qualquer diferença entre os grupos tratados com 

salina (WTsa l= 1,0 ± 0,2 AU; β1KOsal = 0,8 ± 0,1 AU). Este dado reforça a 
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hipótese de que o SRA é ativado pelo T3 no coração e este efeito independe da 

participação do β1-AR (Figura 34). 

 

 

Figura 35: Ativação da via ECA marcada pela sua fosforilação em animais selvagens 
(WT) e knockout (β1KO). As letras diferentes sobre as barras representam diferença 

estatística significativa entre os grupos no teste de análise de variância de uma via 
após verificação post hoc de Tukey (F = 24,09; p < 0,05). Número de experimentos = 
3; Número de animais = 5/grupo. 

 

7.2.9 Resposta das vias sinalização celular associadas a hipertrofia 

cardíaca 

7.2.9.1 ERK 

Foi observado para o substrato fosforilado da ERK que o grupo 

knockout tratado com T3 (β1KOT3 = 2,9 ±0,3 UA) apresentou elevação 

significativa dos níveis de ERK fosforilada (p-ERK) quando comparado ao seu 

respectivo controle (β1KOsal = 2,9 ± 0,3 UA), bem como os grupos de animais 

selvagens (WTsal = 1,0 ± 0,2 AU; WTT3 = 1,2 ± 0,2 UA). No entanto, não foram 

identificadas diferenças em nenhum outro grupo (Figura 35). 

Este dado sugere uma possível modulação da via ERK pela via do β1-

AR. Assim, o T3 ativa a via ERK somente na ausência do β1-AR. 
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Figura 36: Ativação da via marcada pela ERK fosforilada (p-ERK) em animais 
selvagens (WT) e knockout (β1KO). As letras diferentes sobre as barras representam 
diferença estatística significativa entre os grupos no teste de análise de variância de 
uma via após verificação post hoc de Tukey (F= 10,29; p<0,05). Número de 
experimentos = 3; Número de animais = 5/grupo. 

 

7.2.9.2 PKA 

Para avaliar se a via da PKA estava envolvida na resposta inibitória do 

β1-AR sobre a ativação da ERK induzida pelo T3, montou-se um experimento 

para avaliar a funcionalidade da via PKA em todos os grupos. Assim, o nível de 

substratos fosforilados de PKA foi significativamente menor no grupo knockout 

tratado com T3 (β1KOT3 = 0,4 ± 0,02 UA) quando comparado ao seu respectivo 

controle (β1KOsal = 0,7 ± 0,002 UA), ou aos grupos WT (WTsal = 1,0 ± 0,05 UA e 

WTT3 = 0,9 ± 0,05 UA). Além disso, o grupo β1KOsal também demonstrou níveis 

significativamente menores de substratos fosforilados de PKA quando 

comparado aos grupos WT. Entretanto não foi evidenciada nenhuma diferença 

entre os grupos de animais selvagens (Figura 36). 

Estes dados sugerem que, como descrito no início desta sessão, a via 

da PKA está significativamente reduzida nos animais do grupo knockout e o T3 

não está envolvido na ativação desta via, independentemente da presença ou 

não do β1-AR funcional. Portanto, provavelmente, a via PKA não deve estar 

envolvida na modulação da via ERK induzida pelo T3. 
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Figura 37: Nível de substrato de PKA fosforilado em resposta ao tratamento com T3 
em animais selvagens (WT) e knockout para β1-AR (β1KO). As letras diferentes sobre 
as barras representam diferença estatística significativa entre os grupos no teste de 
análise de variância de uma via após verificação post hoc de Tukey (F = 36,53; p < 

0,05). Número de experimentos = 3; Número de animais = 5/grupo. 

 

7.2.9.3 AKT e 4E-BP1 

Quando o objetivo foi de investigar a via da Akt como possível 

candidata na modulação da ERK, avaliou-se o conteúdo de Akt em todos os 

grupos. Assim, não foi observada nenhuma alteração do padrão relativo ao 

conteúdo de Akt em nenhum dos grupos (p > 0,05, Figura 37).  

 

 

Figura 38: Nível de AKT fosforilada (p-AKT) no resíduo serina em resposta ao 
tratamento com T3 em animais selvagens (WT) e knockout para β1-AR (β1KO). WT: 
selvagem; β1KO: knockout para β1-AR. Número de experimentos = 3; Número de 
animais = 4/grupo. 

   

No entanto, ao avaliar 4E-BP1, que é uma proteína downstream da via 

Akt, foi observado que somente os animais que não possuem β1-AR exibiram 
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elevação significativa do substrato fosforilado em relação aos animais WT 

(β1KOsal = 1,4 ± 0,1 UA e β1KOT3 = 1,5 ± 0,07 UA vs. WTsal= 1,0 ± 0,05 UA; 

WTT3 = 0,8 ± 0,03 UA) dessa proteína sem diferença intra-grupo (Figura 38). 

Estes dados sugerem que o β1-AR é um importante modulador da via 4E-BP1, 

e este efeito independe do T3. 

 

 

Figura 39: Ativação da via marcada pelos substratos fosforilados de 4E-BP1 (p-
4EBP1) em animais selvagens (WT) e knockout (β1KO). As letras diferentes sobre as 

barras representam diferença estatística significativa entre os grupos no teste de 
análise de variância de uma via após verificação post hoc de Tukey (F = 31,14; p < 
0,05). Número de experimentos = 3; Número de animais = 5/grupo. 

 

7.2.9.4 p38 

Continuando a busca por possíveis candidatos para a modulação 

exercida pelo β1-AR na ativação da ERK, avaliou-se o conteúdo de p38 em 

todos os grupos. Quando os grupos foram avaliados individualmente foi 

possível observar que o grupo WT tratado com T3 demonstrou aumento 

significativo do substrato fosforilado de p38 em relação ao seu respectivo 

controle (WTT3 = 2,1 ± 0,2 vs. WTsal= 1,0 ± 0,2, p < 0,05) e também em relação 

ao grupo knockout tratado com T3 (β1KOT3 = 1,2 ± 0,1, p < 0,05). Não foram 

observadas diferenças significativas nos grupos knockout tratado e não tratado 

com T3 (Figura 39). 
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Figura 40: Ativação da via marcada pelos substratos fosforilados da p38 (p-P38) em 
animais selvagens (WT) e knockout (β1KO). As letras diferentes sobre as barras 

representam diferença estatística significativa entre os grupos no teste de análise de 
variância de uma via após verificação post hoc de Tukey (F = 5,377; p < 0,05). Número 
de experimentos = 3; Número de animais = 5/grupo. 

 

Ao utilizar uma análise para observar o grau de variação intragrupo dos 

níveis do substrato fosforilado de p38 foi observado aumento de 

aproximadamente 60% no grupo WT e redução de aproximadamente 65% no 

delta de variação dos grupos tratados com T3 – tratados com salina (controles). 

Ainda na Figura 40 observa-se que o delta na variação dos grupos tratados 

com T3 (knockout – selvagem) foi de aproximadamente 90%. 

  

 

Figura 41: Variação dos níveis fosforilados de p38 entre os grupos. As letras 
diferentes sobre as barras representam diferença estatística significativa no teste de 
análise de variância de uma via (one-way ANOVA) (p < 0,001). 
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Estes dados sugerem fortemente que a via p38 é ativada em resposta 

ao T3 somente em condições onde o β1-AR está funcional. Por outro lado, na 

ausência do β1-AR, o T3 não somente é incapaz de ativá-la como inibi esta via, 

sugerindo um papel modulador do β1-AR sobre a p38, que deve ser inibida por 

outras vias de sinalização induzidas pelo T3. 
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8. DISCUSSÃO 

O achado mais relevante deste estudo foi a constatação de que o 

receptor β1-adrenérgico (β1-AR) exerce ação fundamental na mediação da 

hipertrofia cardíaca adaptativa induzida pelo hormônio tireoidiano. A despeito 

da ativação da via da ERK, esta mediada pelo sistema renina-angiotensina 

cardíaco, uma via descrita na literatura como “via maladaptativa” (Diniz, 

Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009; Barreto-Chaves et al., 2010) 

nossos dados apontam para um papel contrarregulador exercido pela ativação 

concomitante do β1-AR no modelo de hipertrofia induzida pelo T3. Essa 

conclusão foi possível graças a técnica de transgênese (knockout) específica 

para o β1-AR. Embora seja difícil atribuir este papel modulador do β1-AR 

especificamente no coração, pois o modelo de animal utilizado não foi o de 

deleção do receptor em todo o organismo e não tecido-específica, os animais 

knockout para β1-AR (β1KO) apresentaram hipertrofia patológica 

(maladaptativa) comprovada por exames morfofuncionais in vivo 

(Ecocardiografia) e morfométricos ex vivo (patologia). 

Na análise das possíveis vias de sinalização celular envolvidas na 

resposta adaptativa a hipertrofia cardíaca induzida pelo T3, observou-se que 

uma das principais vias envolvidas nesta resposta adaptativa foi a via da p38. 

Assim, a distinção da hipertrofia dos cardiomiócitos entre os animais selvagens 

e β1KO esteve diretamente relacionado a capacidade do β1-AR ativar a p38, 

que deve ter atuado de maneira contra-regulatória sobre a via de sinalização 

MAPK/MEK1/2/ERK1/2, conferindo assim a hipertrofia adaptativa para os 

animais selvagens tratados com hormônio tireoidiano. Vários estudos na 

literatura (Marchant, Brown e Sernia, 1993; Sernia et al., 1993; Kobori, Ichihara, 

Suzuki, Miyashita, et al., 1997) e dados publicados (Silveira et al., 2014) ou não 

publicados pelo nosso grupo, já descreveram o papel fundamental do SRA 

cardíaco na mediação da resposta hipertrófica cardíaca ao HT. Embora a 

maioria deles ou não investigaram (Kobori, Ichihara, Suzuki, Takenaka, et al., 

1997; Asahi et al., 2001; Basset et al., 2001; Hu et al., 2003; Pantos et al., 

2005) ou desprezaram a importância (Schluter e Wenzel, 2008; Diniz, Carneiro-

Ramos e Barreto-Chaves, 2009) da via β-adrenérgica na modulação da 

hipertrofia, nossos resultados sustentam a ideia de que esta via deva estar 

envolvida não na exacerbação ou sinergismo da hipertrofia patológica, mas sim 
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na contra-regulação do processo, i.e., na atenuação ou mesmo na proteção do 

coração contra os efeitos deletérios no remodelamento e na função cardíaca.  

Provavelmente, essa controvérsia pode ser explicada, pelo menos em 

parte, pelas diferenças nos modelos utilizados na literatura (espécie animal, 

tipo de hormônio utilizado: T4 vs T3, dose, via de administração, protocolo 

utilizado, etc.). No entanto, acreditamos também que o fato da via β-

adrenérgica não ter sido descrita frequentemente como importante para o 

desenvolvimento da hipertrofia patológica, os autores provavelmente não 

buscaram o contrário, ou seja, não investigaram o papel desta via na 

modulação da hipertrofia em direção a uma hipertrofia adaptativa, que sempre 

(talvez) estava recrutada em todo momento atenuando o processo 

maladaptativo. Talvez isso só tenha sido desmascarado com a utilização pela 

primeira vez, neste estudo, de um modelo de deleção do β1-AR.    

Dados do nosso laboratório nos levavam a acreditar, assim como já 

descrito na literatura, no papel fundamental do SRA cardíaco na hipertrofia 

cardíaca induzida pelo HT. No entanto, possuíamos indícios de que a 

inervação autonômica simpática não era importante na hipertrofia, pois ela 

acontecia da mesma forma (pelo menos avaliada em termos de peso relativo 

do coração) tanto no grupo de ratos intactos, como no grupo de ratos 

denervados farmacologicamente pela guanetidina (dados não publicados). 

Na busca por explicações para as hipóteses levantadas foi realizada, 

incialmente, a caracterização do modelo de hipertrofia cardíaca induzida por T3 

em camundongos Swiss Webster, para nos certificar que o protocolo utilizado 

seria eficiente para esse fim. Para isso, algumas variáveis relacionadas à 

hipertrofia induzida por T3 e identificadas como críticas na literatura fizeram 

parte do nosso conjunto de análises. Nossos dados demonstraram que o nosso 

protocolo de administração de hormônio tireoidiano elevou os níveis 

plasmáticos de T3 em 50%, aumentou os níveis cardíacos de Ang I / Ang II e 

reduzir reduziu os de ANP, provavelmente pelo aumento de sua secreção non 

plasma. Adicionalmente, o T3 induziu hipertrofia dos cardiomiócitos e esses 

achados estão de acordo com o que já se tem descrito na literatura (Diniz, 

Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2007; 2009; Barreto-Chaves et al., 2010; 

Carneiro-Ramos et al., 2010; Diniz, Carneiro-Ramos e Barreto-Chaves, 2010; 

Silveira et al., 2014), confirmando a efetividade do nosso modelo. 
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O achado novo, e mais intrigante, pelo menos a princípio, foi a de que 

o T3 aumentou a modulação simpática, sugerida neste trabalho pelo aumento 

da relação LF/HF na análise espectral da variabilidade cardíaca dos animais 

tratados com T3. Salvaguardando diferenças marcantes entre os modelos 

(dados anteriores do nosso grupo utilizando T4 em ratos vs. este estudo 

utilizando T3 em camundongos) não esperávamos este resultado uma vez que 

em ratos, o T4 promoveu hipertrofia independentemente da inervação 

simpática. Levantou-se, portanto, a hipótese de que a modulação simpática 

aumentada em nosso modelo poderia ter um substrato anatômico pós e não 

pré-sináptico. Assim, montou-se um segundo protocolo experimental, chamado 

aqui de Etapa 2, para investigar se a ausência do receptor β-adrenérgico 

poderia alterar o padrão de hipertrofia cardíaca em resposta ao T3. O resultado 

confirmou a hipótese de que a modulação simpática deve estar aumentada 

pela ação do T3 sobre a via β-adrenérgica em nível pós-sináptico e isto seria 

importante para induzir a um hipertrofia adaptativa, como descrito 

anteriormente nesta sessão. A conclusão de que a hipertrofia do coração foi 

fisiológica (adaptativa) se fundamenta pelos resultados já expostos de 

ecocardiografia, morfometria e secreção de ANP. 

Os hormônios tireoidianos apresentam efeitos intrínsecos e extrínsecos 

ao coração, o que torna essencial uma avaliação anatômica e funcional desse 

órgão para inferir de maneira precisa esses efeitos. Alguns estudos foram 

realizados em cultura de cardiomiócitos ou em coração isolado avaliando esses 

efeitos de maneira intrínseca (Mcdonough, Chen e Spitzer, 1987; Gloss et al., 

2001; Pachucki et al., 2001). Entretanto, poucos trabalhos buscaram avaliar a 

função cardiovascular relacionada a ação dos hormônios tireoidianos in vivo e 

de maneira não invasiva (Weiss et al., 2002). Sendo assim, a ecocardiografia 

em camundongos, considerada uma ferramenta de alta confiabilidade, traz 

informações fidedignas no que tange a avaliação anatômica e funcional do 

coração (Fentzke et al., 1997; Fentzke et al., 1998; Mor-Avi et al., 1999; 

Feldman et al., 2000; Collins et al., 2001; Fentzke et al., 2001). Assim, baseado 

nas informações de todas as variáveis do ecocardiograma foi possível observar 

que o tratamento com T3 foi capaz de promover hipertrofia excêntrica nos 

animais selvagens, o qual foi caracterizado por redução da espessura da 

parede relativa do septo interventricular e aumento do diâmetro diastólico final 
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do ventrículo esquerdo. Por outro lado, os animais β1KO apresentaram uma 

hipertrofia concêntrica, caracterizada por um aumento da espessura relativa do 

septo interventricular e uma redução do diâmetro diastólico final. Deve ser 

destacado também, que a análise histológica dos corações corroborou os 

resultados do ecocardiograma onde os animais que foram tratados com T3 

apresentaram um aumento significativo na média da área de seção transversa 

dos cardiomiócitos, fortalecendo ainda mais a confiabilidade dos resultados. 

Nosso grupo já havia demonstrado resultados idênticos, sobre a hipertrofia e 

diâmetro dos cardiomiócitos, em um protocolo experimental bastante 

semelhante ao do presente estudo (Silveira et al., 2014), o que elevou a 

confiabilidade dos resultados obtidos neste estudo. 

Ao analisar a resposta funcional do coração pela fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo foi possível observar que os animais selvagens não 

apresentaram qualquer alteração na fração de ejeção, o que demonstra uma 

hipertrofia excêntrica sem prejuízo funcional, mesmo diante de uma alta 

demanda metabólica exercida pelo T3. Por outro lado, os animais β1KO 

apresentam queda significativa nessa variável evidenciando uma hipertrofia 

concêntrica com disfunção ventricular esquerda. Deve ser destacado, que os 

hormônios tireoidianos são reconhecidos por induzir hipertrofia cardíaca sem 

alteração funcional ventricular tanto em humanos (Ching et al., 1996) quanto 

em camundongos (Bedotto et al., 1989), por serem capazes de regular genes 

específicos que codificam tanto proteínas estruturais quanto funcionais. Isto 

resulta em crescimento de maneira harmônica dos capilares e do miocárdio 

(Craft-Cormney e Hansen, 1980; Chilian et al., 1985; Tomanek e Busch, 1998), 

mesmo com níveis elevados de T3 circulante, desde que isso aconteça em um 

curto intervalo de tempo (Dillmann, 1990; Nicolini et al., 2013), exatamente 

como o aplicado no presente estudo, onde o tempo de administração de T3 foi 

de apenas 10 dias. No entanto, na ausência do β1-AR esse protocolo 

promoveu hipertrofia cardíaca com disfunção funcional ventricular esquerda. 

É descrito na literatura que o excesso de hormônio tireoidiano 

circulante está associado à elevação dos níveis plasmáticos de ANP. 

Semelhantemente, as patologias cardíacas hipertróficas caracterizadas por 

alterações na geometria cardíaca com disfunção funcional ventricular 

esquerda, também estão associadas ao aumento da síntese de ANP pelos 
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átrios e ventrículos (Chien et al., 1991; Vezyraki, Kalfakakou e Evangelou, 

2000; Koukoulis et al., 2002; Olson e Schneider, 2003; Yasuno et al., 2009). 

Além disso, existe uma correlação inversa entre os níveis plasmático e 

cardíaco para ANP, induzido pelo hormônio tireoidiano (Wong et al., 1989; 

Yasuno et al., 2009). De acordo com os nossos resultados, os animais 

selvagens tratados com T3 apresentaram maiores níveis plasmáticos para ANP, 

enquanto os β1KO exibiram os menores. Porém, ao analisar os níveis 

cardíacos foi possível observar resultados inversos aos encontrados no 

plasma. Possivelmente, o fato dos animais selvagens tratados com T3 exibirem 

alta secreção de ANP, sugerido pelo aumento de ANP plasmático e baixo ANP 

cardíaco (Yegin et al., 1997; Silveira et al., 2014), deve ter contribuído para o 

estabelecimento de um ambiente hemodinâmico mais favorável (redução da 

pré e pós-carga, excreção de sódio e água amentados, etc...), assim como 

descrito por Kohno et al. (1986) em indivíduos com hipertensão. No entanto, os 

corações dos animais com deleção para β1-AR não apresentaram tal 

adaptação e isso provavelmente deva ter contribuído para um remodelamento 

cardíaco maladaptativo com comitente prejuízo funcional sistólico. 

Adicionalmente, a literatura relata que na hipertrofia cardíaca patológica ocorre 

aumento da síntese de ANP no coração, pois este hormônio parece exercer 

funções parácrinas anti-hipertróficas e anti-fibróticas, além de contra regular os 

efeitos do SRA e do sistema nervoso simpático (Fujisaki et al., 1995; Nakao et 

al., 1996; Oliver et al., 1997; Oliver et al., 1998; Tamura et al., 2000; Knowles et 

al., 2001). De maneira geral, a análise dos resultados ecocardiográficos e 

morfométrico, em conjunto com a resposta de ANP foram capazes de 

identificar que os animais WTT3 apresentaram uma hipertrofia adaptativa ou 

fisiológica enquanto os animais β1KOT3 apresentaram uma hipertrofia mal 

adaptativa ou patológica. 

A perda de peso corporal relacionado ao excesso de HT é um sinal 

bem descrito na literatura (Basset, Blanc e Elghozi, 2000; Basset et al., 2001), 

porém o nosso regime de tratamento com T3 não foi suficiente para promover 

alterações metabólicas que levassem a essa resposta. Nossos dados estão de 

acordo com os descritos por Silveira et al. (2014), que mudanças no peso 

corporal de camundongos em protocolo de excesso de T3 circulante é mais 

evidente em períodos longos de administração. No estudo conduzido por 
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Freitas (2011), o tratamento com tiroxina por um período de 35 dias foi capaz 

de induzir perda de peso. Sendo assim, a alteração do peso corporal em 

modelo experimental parece ser dependente do tempo de administração, o que 

nos sugere no caso do presente trabalho, que o tratamento com T3 por 10 dias 

na dose de 50µg/100pc não foi suficiente para produzir esse efeito. 

Observando esse fato com um olhar translacional é bastante coerente a 

alteração do peso corporal se comportar de maneira tempo-dependente em 

relação ao nível T3, uma vez que a manifestação dos sinais clássicos do 

hipertireoidismo em humanos acontece de maneira gradual e em longo prazo. 

Diversos estudos demonstram que o excesso de HT está relacionado 

com hipertrofia cardíaca excêntrica ou concêntrica e de acordo com os nossos 

resultados, o tratamento com T3 durante 10 dias promoveu aumento no peso 

relativo dos corações somente no coração dos animais β1KO, corroborando os 

dados demonstrados pelo ecocardiograma. Possivelmente, os animais β1KO 

perderam a sua capacidade de regular o crescimento proporcional e pouco 

intensa entre diâmetro e as paredes ventriculares do coração como observado 

na hipertrofia fisiológica (Heineke e Molkentin, 2006; Dorn, 2007; Maillet, Van 

Berlo e Molkentin, 2013). Assim, a ausência dos β1-ARs levou ao crescimento 

desproporcional que se traduziu no aumento desordenado, o que 

provavelmente levou as alterações na fração de ejeção.  

Disfunções ventriculares semelhantes as que acontecem no infarto do 

miocárdio podem desenvolver aumento das pressões de enchimento 

ventricular e consequentemente, ocasionar a congestão pulmonar e hepática 

(Bocchi et al., 2009; Montera et al., 2009). A literatura descreve a relação da 

congestão pulmonar e/ou hepática nos quadros de insuficiência cardíaca, em 

que a análise dos pesos relativo e absoluto desses órgãos serve como um 

parâmetro indireto de avaliação para essa patologia (Kiriazis et al., 2002; 

Schmidt-Ott e Ascheim, 2006).  No entanto, os nossos resultados não 

apresentaram quaisquer alterações para o peso relativo e absoluto dos 

pulmões e fígado entre os grupos demonstrando que, a dose e o tempo de 

administração de T3 não foram capazes de provocar insuficiência cardíaca 

congestiva. Por outro lado, o estudo de Araujo et al. (2006) identificou que o 

hipertireoidismo experimental provocou congestão hepática e pulmonar, no 

entanto, hormônio (T4), animal (ratos), tempo de administração de HT (4 
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semanas) e via de administração (água de beber) utilizados no desenho 

experimental desse trabalho foram totalmente diferentes aos do presente 

estudo, o que pode ter conferido a discrepância entre os resultados, 

especialmente, pelo tempo muito longo de administração de hormônio 

tireoidiano. 

Os dados relativos a resposta do SRA plasmático no presente estudo 

não evidenciou qualquer diferença estatística entre os grupos tratados com T3 

e seus respectivos controles, e também foi possível observar que os níveis de 

Ang I e Ang II não apresentaram qualquer relação com a hipertrofia cardíaca. 

Na mesma direção, outros trabalhos também não evidenciaram qualquer 

alteração no SRA periférico no hipertireoidismo experimental (Verma, Noble e 

Miller, 1986; Carneiro-Ramos et al., 2006).  

As principais funções fisiológicas do SRA cardíaco parece ser a 

manutenção do equilíbrio ideal de estímulos intracelulares que sejam capazes 

de induzir e inibir o crescimento e a proliferação celular, além da mediação de 

respostas adaptativas ao estresse miocárdico. Convém ressaltar, que esse 

sistema tem sido o principal mecanismo descrito para explicar as alterações 

hipertróficas induzidas pela sinalização ativada por Ang I e Ang II (Paul, Poyan 

Mehr e Kreutz, 2006; Barreto-Chaves et al., 2010). Os dados do presente 

estudo evidenciam que em relação ao SRA houve ativação de ECA no coração 

dependente da administração de T3, porém, sem qualquer alteração 

significativa de Ang I e Ang II independente do grupo. Possivelmente, essa 

resposta é um mecanismo de cardioproteção na tentativa de prevenir um efeito 

trófico adicional ativado pela angiotensina sobre o tecido cardíaco. Lino, 

Shibata e Barreto-Chaves (2014) demonstraram redução na ativação de ECA 

no coração sem interferência sobre os níveis de Ang I e Ang II, em filhotes com 

hipertireoidismo em período gestacional. Entretanto, convém ressaltar que a 

amostra e o objetivo do estudo de Lino, Shibata e Barreto-Chaves (2014) foi 

completamente diferente do nosso e todas as tentativas de comparação entre 

os trabalhos relatados aqui tem apenas caráter especulativo. 

Embora o corpo de evidencias ainda seja escasso, alguns autores 

descrevem que o nível elevado de hormônio tireoidiano é capaz de aumentar a 

atividade da ECA2 e consequentemente a conversão em Ang 1-7. Além disso, 

esse mecanismo parece exercer funções contra-regulatórias no coração, 
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ativado pelo próprio SRA (Crackower et al., 2002; Paul, Poyan Mehr e Kreutz, 

2006; Barreto-Chaves et al., 2010). Portanto, outra provável explicação para os 

nossos resultados seria o excesso de hormônio tireoidiano ter promovido maior 

atividade de ECA2 aumentando a formação de Ang 1-7 no coração, em que o 

próprio SRA local serviu de gatilho, e dessa maneira, mantendo os níveis 

cardíacos de AngI/AngII. Assim, podemos observar que o SRA foi ativado nos 

animais de maneira dependente ao T3, porém o sistema renina-angiotensina 

não foi capaz de contribuir para a possível explicação a respeito das diferenças 

nos tipos de hipertrofia encontrada entre os grupos tratados com T3.  

De maneira geral, os nossos dados demonstram que o tratamento com 

T3 promoveu tipos diferentes de hipertrofia cardíaca, de forma dependente do 

β1-AR, e também foi capaz de ativar o SRA só que de maneira independente 

da ativação adrenérgica. Contudo, com os resultados apresentados até aqui 

não é possível identificar uma explicação plausível que justifique o excesso de 

T3 provocar hipertrofia excêntrica fisiológica nos animais selvagens e hipertrofia 

concêntrica patológica nos animais β1KO.  

Para alcançar uma possível explicação sobre os fenômenos 

observados até aqui, seria de grande valia a avaliação proteínas-chave 

envolvidas nas cascatas de sinalização celular ativadas durante o processo 

hipertrofia dos cardiomiócitos. 

Ao dar início as análises moleculares foi necessário fazer a 

caracterização da via clássica de sinalização β1-adrenérgica no modelo de 

animais com deleção para esse receptor (β1KO), para certificar se as respostas 

relativas à ativação das vias intracelulares avaliadas na hipertrofia cardíaca 

seriam dependentes do papel desse receptor. É bem descrito que β1-AR são 

acoplados a proteína Gs e quando ativados faz com Gαs troque GDP por GTP 

(Gαs-GTP) e se separa dos dímeros β, γ dando início a interação com adenilato 

ciclase, que culmina com a elevação da concentração intracelular de AMPc, e 

finalmente, aumento a atividade da PKA. Sendo assim, a estimulação do  β1-

AR promove um aumento da atividade de PKA e este fato é bem conhecido na 

literatura (Devic et al., 2001). Mediante esses dados, a resposta clássica 

esperada em animais com a ausência dos β1-ARs seria a redução da ativação 

da PKA quando comparado aos animais selvagens (Devic et al., 2001). De 

acordo com a literatura, os animais β1KO apresentaram uma redução 
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significativa da ativação de PKA em comparação aos animais selvagens, 

caracterizando o nosso modelo animal. Cabe ressaltar ainda, que todos os 

animais foram previamente genotipados para evitar interferências nos 

resultados relativas a deleção ineficiente dos β1-ARs. A partir de então foi 

possível focar nas principais proteínas envolvidas com a sinalização de 

hipertrofia cardíaca.  

 A ERK1/2 é uma proteína central do grupo das MAPK ativada no 

processo de diferenciação, multiplicação e crescimento celular, pela sua 

capacidade de fosforilar diversos fatores de transcrição, que induzem 

expressão de diversos genes no coração. Portanto, essa proteína desempenha 

um papel crucial nos estágios iniciais do desenvolvimento cardíaco (Harris et 

al., 2004; Heineke e Molkentin, 2006; Purcell et al., 2007; Ruppert et al., 2013). 

Entretanto, na fase adulta a ativação adicional dessa via está diretamente 

associada com o desenvolvimento da hipertrofia cardíaca patológica (Boulton 

et al., 1991; Chen et al., 2001; Harris et al., 2004; Muslin, 2008). 

Adicionalmente, algumas evidências relatam que em quadros de excesso de 

HT a ativação da ERK1/2 pode acontecer de maneira direta (Pantos, Xinaris, et 

al., 2007) ou indireta, através da ativação do SRA (Balakumar e Jagadeesh, 

2010). Entretanto, esse efeito é contrabalançado pela estimulação 

concomitante dos β1-ARs, que exercem uma ação inibitória sobre a ativação 

da ERK (Kim et al., 2008). De acordo com os nossos resultados, a ERK1/2 

estava elevada nos animais β1KO com uma ativação adicional significativa no 

grupo tratado com T3, sugerindo que a ausência do β1-AR foi determinante 

para essa ativação expressiva da ERK1/2, durante a simulação do 

hipertireoidismo sistêmico. Os nossos dados estão em consonância com 

trabalhos de excelente qualidade metodológica, que demonstraram elevação 

significativa da ativação de ERK1/2 com o bloqueio funcional do β1-AR (Kim et 

al., 2008). Adicionalmente, a ativação expressiva de ERK1/2 na fase adulta 

está diretamente associada com o desenvolvimento de hipertrofia cardíaca 

concêntrica patológica (Ruppert et al., 2013). 

Assim, os nossos dados até o momento demonstram que a ausência 

do β1-AR promove uma ativação de ERK1/2 que é potencializado com o 

excesso de T3, especificamente, nos animais que desenvolveram hipertrofia 

patológica. Sendo assim, um passo importante para a compreensão desse 
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fenômeno seria determinação da via de sinalização mediada pelo β1-AR 

envolvida na inibição da ERK1/2. Para tanto, algumas proteínas envolvidas na 

sinalização hipertrófica de cardiomiócito foram avaliadas. 

Devido os animais apresentar deleção para β1-AR, a mensuração da 

atividade de PKA foi tomada como ponto inicial pela sua ativação ser 

intimamente mediada pela ativação adrenérgica. Classicamente, a estimulação 

dos β-ARs provoca o aumento de AMPc e, consequentemente, ativa PKA que 

é responsável por fosforilar canal de Ca++ do tipo L, canal de rianodina (RyR2) e 

fosfolambam, e assim coordenar o turnover de Ca++ citosólico, durante a 

contração e relaxamento cardíaco (Wallukat, 2002). O aumento do Ca++ 

citosólico induzido pela PKA ativa a calmodulina/calmodulina quinase (CAMK), 

por conseguinte a calcineurina e por fim a NFAT que aciona a maquinaria 

nuclear para hipertrofia cardíaca (Heineke e Molkentin, 2006; Bernardo et al., 

2010).  

Como esperado, os animais β1KO demonstraram redução na ativação 

da PKA quando comparados aos animais selvagens, porém sem nenhuma 

diferença intra-grupos. Isso denota que independentemente do tipo de 

hipertrofia cardíaca, esse efeito não foi relacionado com a participação da PKA. 

Uma constatação adicional desse fato pode ser retirada do trabalho de Zhang 

et al. (2013), onde observaram que frente a estímulos hipertróficos a redução 

da PKA estava envolvida com a cardioproteção e redução da hipertrofia. Como 

se observa em nossos dados, os animais com menor ativação da PKA 

apresentaram os maiores índices de hipertrofia cardíaca com característica 

patológica, o que poderia se um fenômeno contra-regulatório, mas como não 

houve diferença entre os grupos, isso caracterizou que o sinal hipertrófico 

provocado pelo T3 não foi importante e que essa via não está diretamente 

envolvida nessa resposta. 

Avaliar a via clássica associada ao crescimento e hipertrofia celular, 

através das proteínas downstream da via Akt/mTOR, seria outro alvo 

importante para que explicar as respostas hipertróficas mediadas pelo β1-AR. 

Essa via encontra-se ativa de maneira fisiológica durante os processos de 

maturação e multiplicação dos cardiomiócitos no estágio fetal, assim como em 

processos hipertróficos induzidos pelo exercício na fase adulta (Tee e Blenis, 

2005; Kemi et al., 2008). Nesta direção, um alvo importante da via Akt/mTOR é 
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a ativação de 4E-BP1 que está amplamente envolvida nos processos de 

síntese proteica (Tee e Blenis, 2005). Entretanto, os nossos resultados 

apontam que não houve qualquer alteração intra-grupos da Akt e 4E-BP1, o 

que parece em um primeiro momento uma contradição, já que houve síntese 

de proteína nos grupos tratados com T3. No entanto, convém ressaltar que os 

processos hipertróficos induzidos por HT estão preferencialmente associados à 

fosforilação da p70S6K, que também é uma proteína alvo da via Akt/mTOR 

(Kenessey e Ojamaa, 2006), e que a hipertrofia pode acontecer sem qualquer 

alteração na fosforilação de 4E-BP1, independentemente da estimulação 

hipertrófica ser induzida por sinal patológico ou fisiológico, como descrito no 

estudo de Kemi et al. (2008).  

Além disso, uma resposta bastante curiosa foi os animais β1KO 

apresentaram níveis de 4E-BP1 significativamente maiores que os WT, 

indicando que essa via estava ativa mesmo no grupo que não hipertrofiou 

(β1KOSal). Isto possivelmente aconteceu, devido a deleção dos β1-AR ter 

reduzido o nível intracelular de AMPc, indicado pela queda na ativação de PKA, 

o que diminuiu a ação inibitória do AMPc sobre a Akt ativando a fosforilação de 

4E-BP1. Confirmando essa hipótese, Chruscinski et al. (2013) observaram que 

o AMPc possui uma ação inibitória sobre a via Akt/mTOR, e 

consequentemente, também sobre a fosforilação de 4E-BP1. Portanto, 

mediante aos nossos dados, observamos que a Akt não exerceu interferência 

no processo hipertrófico ativado por T3. 

É descrito na literatura que a via das MAPKs está envolvida na 

sinalização celular relacionada tanto em resposta fisiológica quanto patológica. 

Como exemplo, a via p38-MAPK é descrita como um importante mediador de 

diversos processos biológicos, e especificamente no coração, essa via está 

envolvida com metabolismo energético, contratilidade, proliferação, apoptose e 

hipertrofia cardíaca. Muitos estudos relacionam a ativação da via p38-MAPK à 

respostas letais no coração, porém outros relatam que a ativação dessa via 

confere cardioproteção (Bassi et al., 2008). Os nossos resultados 

demonstraram que a ativação da via p38-MAPK foi dependente da modulação 

exercida pelo β1-AR, além de estar diretamente associada com o fenótipo de 

hipertrofia fisiológica observada no grupo WTT3, frente ao estímulo hipertrófico 

induzido pelo T3. De maneira oposta, a p38 exibiu os menores níveis de 
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ativação nos animais knockout tratados com T3, exatamente, o mesmo grupo 

que desenvolveu hipertrofia concêntrica patológica. Para elucidar esses 

resultados, devemos destacar incialmente, que a capacidade do hormônio 

tireoidiano em ativar a p38 no coração é totalmente dependente da modulação 

do  β1-AR, corroborando os dados de Sabri et al. (2000), visto que na ausência 

desses receptores o grupo tratado com T3 (β1KOT3) exibiu os menores níveis 

de ativação dessa via. Devemos destacar ainda, que a ativação de p38 

apresentou comportamento oposto ao de ERK1/2, o que nos leva a crer que a 

p38 por meio da ativação da fosfatase P2A (PP2A) exerceu um efeito inibitório 

sobre a ERK1/2 no coração, como descrito por Liu e Hofmann (2004). Como 

descrito anteriormente, somente os animais knockout tratados com T3 

apresentaram a maior ativação de ERK1/2 e a menor de p38, o que demonstra 

que o efeito contra-regulatório exercido pela p38 sobre a ERK1/2 foi reduzido, o 

que levou esses animais a desenvolverem hipertrofia cardíaca concêntrica 

patológica. Corroborando nossos resultados, Lorenz et al. (2009) descreveram 

que tanto em animais quanto em biopsias de corações humanos, o aumento da 

fosforilação de ERK leva a fosforilação de alvos nucleares o que promove a 

transcrição de genes relacionados à hipertrofia e esse fenômeno é crítico para 

o desenvolvimento da hipertrófica cardíaca patológica. Outra evidência que 

fortalece ainda mais a hipótese que a perda da capacidade contra-regulatória 

exercida da p38 sobre a ERK pode levar ao desenvolvimento de hipertrofia 

patológica, foi o grupo de animais com a p38 menos ativa exibir os maiores 

níveis de ANP cardíaco, o que também está diretamente relacionado com o 

desenvolvimento de hipertrofia cardíaca concêntrica e patológica. Os nossos 

dados foram muito semelhantes aos descritos por Braz et al. (2003) em 

animais knockout para p38.  

Sumarizando, podemos observar que a hipertrofia cardíaca induzida 

pelo T3 é mediado pelo β1-AR que ativa p38, a qual exerce seu efeito inibitório 

sobre ERK1/2, e desse modo regula o crescimento dos cardiomiócitos de 

maneira coordenada frente ao estímulo hipertrófico de curta duração. 

Na perspectiva de discutir de forma translacional os resultados 

encontrados no presente estudo, devemos destacar que é amplamente 

recomendado o uso β-bloqueadores como tratamento padrão em indivíduos 

com hipertireoidismo, em doses que podem variar entre 80 e 320mg/dia 
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(Lennquist et al., 1985; Adlerberth, Stenstrom e Hasselgren, 1987; Reid e 

Wheeler, 2005; Ogbera, 2010). Entretanto, observamos em nosso modelo 

experimental que a p38 inibe a ERK1/2 de maneira contra-regulatória, através 

da mediação do β1-AR, e isso parece ser um mecanismo cardioprotetor que 

impede o desenvolvimento de hipertrofia cardíaca patológica, frente a 

estímulos excitatórios, como no hipertireoidismo. Sendo assim, a utilização de 

β-bloqueadores no tratamento dessa doença poderia representar, de maneira 

linear, em mais riscos além de aumentar a possibilidade desse paciente 

desenvolver hipertrofia cardíaca com disfunção ventricular. Estudos 

experimentais que tiveram o propósito de avaliar o efeito de drogas β-

bloqueadores sobre a sinalização celular em cardiomiócitos demonstraram que 

essas drogas aumentavam a ativação de ERK1/2 nos cardiomiócitos, e que 

essa resposta estava diretamente associada ao desenvolvimento de hipertrofia 

cardíaca patológica (Kim et al., 2008; Ruppert et al., 2013). No entanto, alguns 

β-bloqueadores promissores como o carvedilol são descritos na literatura como 

capazes de evitar o remodelamento cardíaco, porém não existe ainda um corpo 

de evidências que relatem seus efeitos em longo prazo na hipertrofia cardíaca 

induzida pelo hipertireoidismo em humanos. Drogas agonistas parciais β1-

adrenérgicas poderiam trazer benefícios no sentido de manter a integridade de 

vias contra regulatórias importantes e ao mesmo tempo evitarem os malefícios 

do bloqueio dos receptores β-adrenérgicos exercidos pelos antagonistas. 

Apesar de teoricamente promissora, esta abordagem terapêutica deve ser mais 

bem investigada tanto em nível experimental (pré-clínico) como em ensaios 

clínicos. De qualquer forma, os resultados apresentados em nosso trabalho 

indicam que a redução da ativação dos β1-ARs está associada ao 

desenvolvimento de hipertrofia cardíaca concêntrica com disfunção ventricular, 

o que levanta a suspeita que a utilização de bloqueadores dos receptores β-

adrenérgicos (β-bloqueadores), como estratégia de tratamento no 

hipertireoidismo, deve ser tomada com cautela pela possível desregulação no 

crosstalk entre as vias de sinalização celular, quando esses receptores são 

inativados. 

Por fim acreditamos que os dados do presente trabalho traz uma 

importante contribuição para a fisiologia por apresentar novas propostas de 

sinalização celular na hipertrofia cardíaca, mediadas diretamente pelo β1-AR, 
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ampliando os horizontes do conhecimento nessa área de investigação. 

Contudo, o desenvolvimento de novos desenhos metodológicos, bem como, 

avaliação de outras proteínas e cascatas de sinalização celular são condições 

sine qua non para confirmar as hipóteses levantadas pelo presente estudo e 

para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas relacionadas à 

hipertrofia cardíaca.   
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9. CONCLUSÕES 

 

 O T3 é capaz induzir hipertrofia cardíaca de maneira independente do 

β1-AR; 

 A participação do β1-AR é determinante para a diferenciação do fenótipo 

hipertrófico induzido pelo T3; 

 A ativação do sistema renina-angiotensina periférico e cardíaco pelo T3 é 

independente da participação do β1-AR; 

 A ativação da ERK1/2 frente a estimulo hipertrófico é modulada pelo β1-

AR através da ação inibitória exercida pela p38; 

 A redução da atividade do β1-AR frente à estimulação hipertrófica 

induzida por T3 diminui o efeito contra-regulatório da p38, o que causa 

aumento expressivo da ativação de ERK e elevação de ANP cardíaco 

culminando com o desenvolvimento da hipertrofia concêntrica patológica 

em camundongos. 
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