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RESUMO 

As doenças da tireoide estão intimamente relacionadas a alterações na função e 
estrutura cardíaca. O hipertireoidismo induz hipertrofia cardíaca (HC) como resposta 
compensatória, mas pode evoluir para um fenótipo descompensado com 
comprometimento do relaxamento cardíaco e arritmias. A lesão de isquemia-
reperfusão miocárdica (I-R) está associada à morte de cardiomiócitos, o que resulta 
em comprometimento funcional. Alguns estudos mostram que o hipertireoidismo 
melhora a função contrátil do coração após injúria por I-R, em ratos e camundongos. 
Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a ativação da via TLR4/MyD88/NF-kB é 
crucial para a hipertrofia cardíaca observada no hipertireoidismo, porém o papel do 
NF-kB na função cardíaca ainda não foi elucidado. O objetivo deste estudo é avaliar 
o papel do NF-kB na função cardíaca de camundongos hipertireoideos, após lesão 
por I-R. Os protocolos experimentais foram aprovados conforme Comitê de Ética 
Animal do Instituto de Ciências Biomédicas – USP (nº 8434020221). Camundongos 
machos jovens (C57BL/6NTac ou 3M) foram tratados com T3 (7ug/100g) por 14 dias, 
intraperitoneal. O modelo de perfusão de coração isolado foi utilizado para avaliar a 
função cardíaca. Após o tratamento, o coração foi removido e perfundido em sistema 
Langendorff e os parâmetros cardíacos (LVDP; dP/dt+, dP/dt-, frequência cardíaca e 
pressão de perfusão) foram registrados continuamente, seguindo o protocolo de 30 
minutos de estabilização, 20 minutos de isquemia e 45 minutos de reperfusão.Os 
dados foram analisados por ANOVA de dois fatores ou teste t de Student e p<0,05 foi 
considerado estatisticamente significativo. Foi comprovada a funcionalidade do 
modelo animal, através da expressão gênica das interleucinas IL-1B e IL-10, genes 
alvos para o NF-kB, após estímulo com LPS. Os animais tratados com T3 
desenvolveram hipertrofia cardíaca independente da ativação ou não do NF-kB. Por 
fim, foi observado uma possível relação entre a ativação do NF-kB e alterações do 
cronotropismo cardíaco, nos animais hipertiroideos.  
 
Palavras-chave: Hormônios tiroidianos; Hipertrofia cardíaca; Modelo de I/R; Função 
cardíaca, NF-kB. 
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ABSTRACT 
 

Thyroid diseases are closely related to changes in cardiac function and structure. 
Hyperthyroidism induces cardiac hypertrophy (CH) as a compensatory response, but 
it can evolve into a decompensated phenotype with relaxation impairment and 
arrhythmia. The myocardial ischemia-reperfusion (I-R) injury is associated with 
cardiomyocyte death and necrosis, which results in functional impairment. Some 
studies show that hyperthyroidism improves the contractile function of the heart after 
I-R in rats and mice. Previously, we demonstrated that activation of TLR4/MyD88/NF-
kB pathway is crucial to cardiac hypertrophy observed in the hyperthyroidism, however 
the role of NF-kB in the cardiac function has not yet been elucidated. To evaluate the 
role of NF-kB in the cardiac function of hyperthyroid mice after I-R injury. Experimental 
protocols were approved according to the Animal Ethics Committee of the Institute of 
Biomedical Sciences – USP (number 8434020221). Male mice (C57BL/6NTac or 3M 
strain containing NF-kB specific inactivation in the cardiomyocyte) were treated with 
T3 (7ug/100g) for 14 days (intraperitoneal, n=5-8). The perfusion model of isolated 
heart was used to evaluate cardiac function. After treatment, the heart was removed 
and perfused in a Langendorff system and cardiac parameters: Left ventricular 
developed pressure (LVDP); +dP/dt, -dP/dt, heart rate (HR) and perfusion pressure 
(PP) were continuously recorded following the protocol of 30 minutes of stabilization, 
20 minutes of ischemia and 45 minutes of reperfusion. Data were analyzed by two-
way ANOVA or Student`s t test and p<0.05 was considered statistically significant. The 
functionality of the animal model was proven, through gene expression of interleukins 
IL-1B and IL-10, target genes for NF-kB, after LPS treatment. Animals treated with T3 
developed cardiac hypertrophy regardless of NF-kB activation or not. Finally, a 
possible relationship was observed between NF-kB activation and changes in cardiac 
chronotropism in hyperthyroid animals. 
 
Keywords: Thyroid hormone. Cardiac hypertrophy. Inflammation. NF-kB. 
Cardiomocyte. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Função Cardíaca e Hormônios Tiroideanos 

 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS, 2019), as doenças 

isquemicas do coração são as principais causas de morte no mundo, sendo 

responsáveis pela morte de 8,9 milhões de pessoas ao redor mundo (16% do número 

total de mortes por ano). Assim, a investigação mais aprofundada de mecanismos 

celulares e moleculares que possam estar envolvidos à instalação ou manutenção 

dessas doenças cardiovasculares, visando a sua atenuação e/ou prevenção, ainda 

correspondem a um foco importante de estudo na atualidade. 

O sistema cardiovascular é constituído pelo coração, um órgão muscular capaz 

de gerar pressão e por uma vasta rede vascular, que oferece resistência e permite o 

estabelecimento do fluxo sanguíneo. O coração funciona como uma bomba e trabalha 

de forma cíclica, de modo que cada ciclo cardíaco é composto basicamente pela 

contração (sístole) e relaxamento (diástole) dos ventrículos. A cada ciclo cardíaco, o 

ventrículo esquerdo ejeta um volume de sangue, sendo o volume ejetado por minuto 

representado pelo débito cardíaco (DC). Do ponto de vista matemático, o DC 

corresponde ao volume sistólico (VS) x frequência cardíaca (FC), sendo, portanto, o 

DC influenciado por esses dois parâmetros. O VS é o volume de sangue bombeado 

pelo coração após uma sístole, e esse volume refere-se aos dois ventriculos (volume 

de sangue ejetado do ventrículo direito para os pulmões e o sangue ejetado do 

ventrículo esquerdo para o organismo). Já a FC corresponde ao número de ciclos 

cardíacos por minuto (GRUZDEVA, et al., 2019; SEO, et al., 2020; PARK, et al., 2019; 

ROSSIGNOL, et al., 2019; VOORHEES; HAN, 2015). 

Do ponto de vista da rede vascular, esta irriga e drena o sangue dos órgãos 

periféricos, garantindo a sua perfusão, e encontra-se sob regulação de mecanismos 

capazes de manter o suprimento adequado ao tecido, mesmo em condições de 

estresse (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018; VOORHEES; HAN, 2015). 

Ao falar em função cardíaca, faz-se referência à capacidade que o coração 

apresenta de atender às demandas metabólicas do corpo, e assim possibilitar a 

condição de homeostase. A entrega de sangue oxigenado e a remoção de resíduos 

celulares são fundamentais para a vida (CARRERO, 2009). Fatores de origem neural, 

mecânica e hormonal (ou endócrina) podem alterar os parâmetros que determinam a 

função cardíaca. No que se refere aos fatores neurais, o sistema nervoso autônomo 

pode modular a função cardíaca principalmente através dos receptores beta-
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adrenérgicos, sendo que o aumento da atividade desses receptores no coração leva 

ao aumento do trabalho cardíaco (POLAK-IWANIUK, et al., 2019; HUANG, et al., 

2019; TSIBULNIKOV, et al., 2019).  

No coração, estão presentes receptores adrenérgicos do tipo beta-1, beta-2 e 

beta-3, sendo a expressão de beta-1 a predominante (75-80% do número total de 

receptores beta-adrenérgicos cardíacos) (WOO; XIAO, 2012). Além disso, o aumento 

das catecolaminas atua promovendo aumento do cálcio intracelular e sodio 

extracelular, levando à redução do tempo de relaxamento do ventrículo e aumento de 

sua força de contração, o que contribui diretamente com o aumento da FC (citado por 

REHMAN, et al., 2022) 

Fatores mecânicos relacionam-se, por exemplo, com o aumento do volume 

sanguíneo que chega aos ventriculos e pode sobrecarregar o coração, promovendo 

alterações estruturais e funcionais cardíacas. Assim, como fatores mecânicos 

encontram-se os relacionados a alterações hemodinâmicos, uma vez que o aumento 

do volume sanguíneo que chega ao ventrículo, pode acarretar na distenção 

sarcomeral e assim, sobrecarregar o coração. Além disso, o aumento da resistência 

vascular também pode influenciar na sobrecarga cardíaca, um exemplo clássico 

dessas alterações pode ser observado em indivíduos diagnósticados com hipertensão 

arterial sistêmica (GRUZDEVA, et al., 2019; SEO, et al., 2020; PARK, et al., 2019; 

ROSSIGNOL, et al., 2019; VOORHEES; HAN, 2015). 

Quanto aos fatores humorais, diversos hormônios podem modular a função 

cardíaca, dentre eles, podemos destacar os hormônios tiroidianos, os quais vêm 

sendo objeto de estudo de nosso grupo já há algum tempo. Quando presentes na 

circulação em níveis fora da faixa de normalidade, seja abaixo (hipotiroidismo) ou 

acima (hipertiroidismo), são capazes de aumentar o fator de risco para o 

desenvolvimento e a progressão das doenças cardiovasculares (PANTOS et al., 2007; 

SCHMIDT-OTT, ASCHEIM, 2006). 

A glândula tiroide foi descrita pela primeira vez em 1656 por Thomas Warton. 

Essa glândula é responsável pela produção, armazenamento e secreção dos 

hormônios tiroidianos. A biossintese desses hormônios é dependete do eixo 

hipotálamo-hipófise-tiroide, e regulado pelo mecanismo de feedback negativo. O 

homônio liberador de tireotrofina hipotalâmico (TRH) estimula a produção do hormonio 

estimulante da tiroide (TSH) pela glândula adenohipófise que estimula a glândula 

tiroide a secretar os hormônios tiroidianos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). Cerca de 
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90% de todo hormônio produzido corresponde ao T4, no entanto, o T4 pode ser 

convertido em T3 por ação de desiodases presentes em diversos tecidos, sendo o T3 

a forma que exerce maior atividade biológica no organismo (BRENT, 1994; ZANG, 

2000; NUNES, 2003; CHIAMOLERA, 2009).  

Já foi descrito na literatura que esses hormônios tem como principal órgão-

alvo o coração, em função da expressão e atividade de seus receptores nas células 

cardíacas, estando as suas ações associadas aos níveis circulantes desses 

hormônios. Quando aumentados, esses hormônios promovem, entre outros efeitos, a 

sobrecarga hemodinâmica no organismo, que acaba cooperando com o aumento da 

massa muscular cardíaca ou hipertrofia cardíaca (KLEIN; OJAMAA, 2001). Além 

disso, o T3 tem a capacidade de agir diretamente sobre os cardiomiócitos, regulando 

a transcrição de diversos genes e aumentando a síntese de proteínas intracelulares, 

o que resulta no aumento de volume da célula (KLEYN; LEVEY, 1984), bem como, 

tem ações diretas sobre os parâmetros de função cardíaca. 

As ações que os HT exercem sobre o coração podem ser classificadas de 

duas formas, ações genômicas e não genômicas. As ações genômicas ocorrem após 

essas moléculas atingirem o núcleo das células e se ligarem a sequências específicas 

do DNA, denominadas de TREs, ou elementos específicos aos hormônos 

tireoideanos. Como consequência dessa ligação, os HT deflagram alterações na 

transcrição gênica de gene alvos que codificam proteínas específicas, como, por 

exemplo, a expressão de proteínas miofibrilares, como as miosinas de cadeia pesada 

do tipo alfa-MHC e beta-MHC, as quais se encontram diretamente associadas à 

contração cardíaca. Esse mecanismo, até à síntese da proteína, acontece no período 

de horas (DAVIS et al., 2000; DAVIS e DAVIS, 2002; KAHALY; DILLMANN, 2005; 

DAVIS et al., 2007). 

No entanto, existem ações dos HT que acontecem mais rapidamente, a partir 

de segundos e/ou minutos, as ações não-genômicas. Essas ações acontecem sem 

que haja a translocação dos HT para o núcleo, podendo ser mediadas tanto por 

receptores de membranas, como receptores citoplasmaticos, sendo que esses efeitos 

não são alterados por inibidores de transcrição ou tradução (síntese proteica). Como 

exemplo de ações não-genômicas, algumas vias de sinalização já foram descritas, 

como a das MAPK/ERK 1/2 e a via de sinalização da AMPK (DAVIS e DAVIS, 2002; 

BERGH, et al., 2005; DE VITO, et al., 2012; TAKANO; DINIZ; BARRETO-CHAVES, 

2013). 
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Alterações no estado da tireoide podem influenciar a atividade elétrica e 

contrátil cardíaca; essas alterações podem culminar em distúrbios cardiovasculares 

relevantes. Quando em situação de hipertireoidismo, são observados sintomas 

cardíacos e hemodinâmicos, como palpitações, aumento da pressão de pulso, 

dispneia ao esforço, taquicardia, intolerância ao exercício e fibrilação atrial (FA) 

(YAMAKAWA, et al., 2021; DAHL, et al., 2008). Um efeito do HT nos cardiomiócitos é 

controlar a contratilidade cardíaca e a fração de ejeção. A contratilidade cardíaca, 

assim como a frequência cardíaca em repouso, sofrem alterações de acordo com os 

níveis de HTs. Assim, o débito cardíaco pode aumentar de 50 a 300% no 

hipertireoidismo em comparação com o normal. Este aumento do débito cardíaco é 

baseado em efeitos sinérgicos de aumento da frequência cardíaca, aumento da 

contratilidade cardíaca e dilatação dos vasos sanguíneos periféricos (BIONDI, et al., 

2002).  

Além dos efeitos diretos sobre parâmetros de função, os HTs atuam regulando 

positivamente a expressão de genes codificam proteinas envolvidas na mecânica 

cardíaca, como a cadeia pesada de α-miosina (cadeia pesada de miosina 6; codificada 

por MYH6) e cálcio sarcoplasmático (SERCA2; codificada por ATP2A2) e regulam 

negativamente a transcrição da cadeia pesada de β-miosina (cadeia pesada de 

miosina 7; codificada por MYH7) e fosfolambam (YAMAKAWA, et al., 2021; HE, et al., 

1997; KAASIK, et al., 1997; HOLT, et al., 1999).  

Embora alguns trabalhos venham sugerindo a utilização dos HTs como 

agentes cardioprotetores, em função das suas ações relacionadas ao aumento da 

contratilidade cardíaca, por outro lado, os efeitos sobre a atividade elétrica, levando 

ao aumento da frquência cardíaca e à maior incidência de arritmias, deve ser 

considerado. Neste sentido faz-se necessário o entendimento dos mecanismos 

envolvidos nesses efeitos arritmicos, a fim de reduzir e/ou saná-los, além disso, é 

importante avaliar como o coração se comporta frente a diferentes agentes 

estressores, como por exemplo, a lesão provocada por I-R. 

 

1.2 Injúria por Isquemia-Reperfusão (I-R) 

 As doenças cardiovasculares, entre elas aquelas relacionadas à deficiência da 

irrigação do tecido cardíaco (isquemia), levando ao infarto agudo do miocárdio, ainda 

correspondem atualmente a uma das principais causas de óbito na população em 

geral (LINDSEY, et al., 2018; MENSAH, et al., 2019). A isquemia miocárdica é 
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resultante de um comprometimento do fluxo sanguíneo coronariano, gerado a partir 

de um desequilíbrio entre a oferta e a demanda de oxigênio. Em teoria o processo é 

bastante simples, a falta de oxigenação e de substratos metabólicos adequados 

diminui rapidamente a energia disponível para a célula, levando à lesão celular, que 

pode ser de natureza reversível ou irreversível. Na prática, o processo é muito 

complexo, uma vez que a extensão da lesão é determinada por uma gama de fatores, 

como: gravidade da isquemia (baixo fluxo versus fluxo zero), duração da isquemia, 

sequência temporal da isquemia (isquemia curta seguida de isquemia longa), 

mudanças no ambiente físico e metabólico (normotemia versus hipotermia; conteúdo 

de glicogênio no miocárdio antes da isquemia, composição do perfusato), bem como 

a resposta inflamatória (COKKINOS, et al., 2006). 

 Terapias de reperfusão coronária, por sua vez, são estabelecidas ainda nos 

dias de hoje como o “padrão-ouro” para o tratamento do infarto agudo do miocárdio 

(LU, et al., 2020) e representam um pré-requisito para a sobrevivência do tecido. No 

entanto, estudos clínicos e experimentais também evidenciam que, embora essas 

terapias sejam necessárias ao reestabelecimento do fluxo sanguíneo ao miocárdio, a 

reperfusão pode não recuperar a função e morfologia cardíacas, como ainda promover 

uma lesão mais intensa, com a ocorrência de hipóxia e aumento de radicais livres, 

além de inflamação (KOEPPEN, et al., 2018; IBAÑEZ, et al., 2015, ALGOET, et al., 

2022). 

Vale contextualizar que a lesão de isquemia e reperfusão miocárdica (I/R) foi 

descrita pela primeira vez por Jennings e cols., em 1960, utilizando um coração canino 

como modelo de ligadura coronária. Naquele estudo, os autores observaram que a 

reperfusão parecia acelerar o desenvolvimento da necrose, uma vez que, após 30-60 

minutos de I/R, o perfil necrótico já era similar àquele normalmente observado após 

24 horas de oclusão coronariana permanente (JENNINGS, et al., 1960). Portanto, a 

reperfusão miocárdica pode agravar ainda mais a morte de cardiomiócitos isquêmicos 

em animais ou pacientes com infarto do miocárdio. Além dos aspectos cardíacos, o 

restabelecimento do fluxo sanguíneo após um evento isquêmico ocorre de modo não 

uniforme, resultando numa restauração “caótica” do fluxo tissular, que leva a um 

círculo vicioso de disfunção endotelial vascular, redução da perfusão local, edema, 

ruptura de membranas celulares seguida de apoptose, entre outras complicações, 

para diferentes tecidos, além da intensificação da resposta inflamatória (EVORA, et 

al., 1996). 
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É importante ressaltar que, de modo geral, o coração também possui diferentes 

mecanismos intrínsecos contra essas lesões, mecanismos estes deflagrados em 

consequência de breves episódios isquêmicos que ocorrem ao longo da vida, o pré-

condicionamento isquêmico. Ao longo dos últimos anos, diferentes estudos sobre 

fenótipos de maior tolerância contra I-R tornaram-se importante ferramenta na busca 

de evidências sobre a resposta adaptativa do coração a esse estresse. A despeito do 

rápido progresso em estudos farmacológicos e no papel da atividade física com 

potencial cardioprotetor, os efeitos clínicos que se tem conhecimento até o momento 

ainda demandam maior conhecimento nessa área. 

Os HTs desempenham um papel importante na resposta do coração à 

isquemia. Neste sentido, estudos utilizando ratos como modelo animal demonstraram, 

em experimentos de coração isolado (Langendorff), que os HT exercem um efeito 

cardioprotetor bastante similar àquele observado com o pré-condicionamento, ou seja, 

melhoram a recuperação da função cardíaca pós-isquemia  (PANTOS, et al., 2002). 

Pelo menos em parte, esse efeito protetor poderia ser explicado pelas várias ações 

que os HT apresentam sobre o metabolismo cardíaco, uma vez que, durante a 

isquemia, se observa diminuição do ATP, redução da produção do lactato e, em menor 

grau, diminuição do pH, nos corações hipertiroideos (BUSER, et al., 1990; BAK, et al., 

2003). Esses efeitos podem ser atribuídos à diminuição dos níveis de glicogênio do 

miocárdio, que ocorrem como consequência ao pré-tratamento crônico com T3 

(PANTOS, et al., 2004).  

É interessante observar que alguns estudos demonstraram que a combinação 

dessas duas intervenções (tratamento com HT e o pré-condicionamento) 

potencializaram a recuperação pós-isquêmica (KOLOCASSIDES, et al, 1999; 

PANTOS, et al, 1999). Com base nessas evidências, foi então proposto à época que 

a diminuição dos níveis de glicogênio no miocárdio, antes da isquemia, influenciam a 

resposta funcional cardíaca dos corações hipertiroideos, durante a injúria de I-R. Hoje 

se sabe que, além dos aspectos puramente metabólicos, deflagrados pelo tratamento 

com os HT, o hipertiroidismo se caracteriza ainda por promover aumento da expressão 

de proteínas contráteis, indução de angiogênese, e, principalmente, intensa 

vasodilatação; ações todas importantes para os efeitos descritos.  

Nesse sentido, estudos do nosso grupo, utilizando o modelo de I-R, 

demonstraram que o tratamento com T3, além de induzir significativa hipertrofia 

cardíaca, promoveu melhora da função contrátil do musculo cardíaco, em resposta ao 
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estresse isquêmico em ratos (TAVARES, et al., 2013) e em camundongos (SILVA, et 

al., 2017). Ainda, o tratamento com T3 induziu à recuperação (de até 100%) de 

parâmetros como LVDP, o qual representa a função ventricular esquerda 

(contratilidade), após três diferentes tempos de reperfusão (25, 35 e 45 minutos), em 

relação ao grupo controle (SILVA, et al., 2017). No entanto, vale ressaltar que, se por 

um lado se observa um efeito positivo no que tange à contratilidade cardíaca, por 

outro, são frequentes os episódios de arritmia cardíaca, o que pode comprometer a 

função do órgão. 

Ainda na linha dos progressos atuais para o entendimento da patogênese da 

isquemia miocárdica, a prevenção e a redução da injúria de I-R vem sendo 

considerada como um dos “hotspots” na área da pesquisa em doenças 

cardiovasculares (DONG, et al., 2022). Vários estudos farmacológicos recentes têm 

mostrado que a ocorrência de inflamação e hipóxia, além dos fatores já citados, 

parecem ter um papel-chave na injúria de I-R (DONG, et al., 2022). Neste contexto, o 

fator nuclear kappa B (NF-kB) é o fator de transcrição mais importante e bem 

estudado, agindo como um “hub” central no citoplasma, integrando sinais da superfície 

celular a sensores intracelulares (ZHANG, et al., 2017; MULERO, et al., 2019), 

responsáveis por regular a indução e a progressão da resposta inflamatória. A inibição 

da atividade do NF-kB e de suas vias de sinalização, as quais incluem moléculas 

associadas a dano celular, podem proteger os cardiomiócitos de lesão por I-R, 

melhorando o prognóstico da doença (YE, et al., 2019; WANG, et al., 2020). 

 

1.3 Factor Nuclear kappa B (NF-kB) 

O fator nuclear kappa B (NF-kB) foi descoberto por Sen e Baltimore, em 1986, 

e desde então vem sendo relacionado a diferentes funções celulares, tanto em 

situações fisiológicas como patológicas. A família NF-κB consiste em 5 membros: 

p50/p105 (NF-κB1), p52/p100 (NF-κB2), p65 (RelA), RelB e c-Rel. Esses 5 membros 

formam homo ou heterodímeros, sendo o heterodímero p50/p65 o mais abundante e 

responsável pela maior parte da atividade transcricional canônica do NF-κB 

(GORDON; SHAW; KIRSHENBAUM, 2011; SATOU, et al., 2010).  

Classicamente, o NF-kB (p50-p65) está presente de forma inativa no 

citoplasma, formando um complexo com uma proteína inibitória da família IқB. Embora 

existam sete membros conhecidos da família das proteínas IκB, a regulação da 

atividade do NF-kB é mais frequentemente mediada pelas duas isoformas que são 
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mais comuns: IκBα e IκBβ (BROWN et al., 2005; JONES, et al., 2005). 

A ativação do NF-kB se dá pela degradação de IkB, mediada por sua quinase 

IKK; essa quinase fosforila IkB, levando à sua subsequente degradação, o que resulta 

na liberação do NF-қB, que transloca para o núcleo, onde regula a expressão de vários 

genes alvos, como genes relacionados à inflamação (IL-1B, IL-6) (GHOSH; 

BALTIMORE, 1990; GUPTA, et al., 2002). Assim, na via canônica de ativação do NF-

κB, o IκB-α é fosforilado no resíduo serina (Ser)32,36 e/ou Tyr42 e separado do dímero 

p50/p65, permitindo que o dímero seja translocado para o núcleo e se ligue a 

sequências específicas do DNA (Figura 1) (BRASIER, A. R., 2006; KUMAR, et al., 

2013). 

 

Figura 1 – Via clássica de sinalização do NF-kB (via canônica). (FRANCO, D. G., 2010). 

 

Recentemente, tem sido descrito que padrões moleculares associados a dano 

celular, também conhecidas como DAMPS, levam à injúria de I-R por ativar o NF-kB. 

Uma vez ativado, este fator induz a transcrição de componentes do inflamassoma 

NLRP3 nas células cardíacas (DAVIDSON, et al, 2020). O NLRP3 induz a morte dos 

cardiomiócitos logo nas primeiras horas de reperfusão, através da indução da 

inflamação e produção de IL-1β (MEZZAROMA et al, 2011; TOLDO et al., 2019). Além 

disso, o NF-κB também demonstrou estar envolvido com a alteração da função 

cardíaca após infarto agudo do miocárdio (IAM), contribuindo para a ocorrência de 

arritmias, as quais podem estar associadas à inflamação mediada por TLR4/NF-κB e 
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hiperativação simpática, o que contribui para diminuída fração de ejeção cardíaca. 

Após a inibição de TLR4/NF-κB, a incidência de arritmias pós infarto diminui 

significativamente (WANG, et al., 2022; WANG, et al., 2019).  

Os principais mecanismos associados ao agravamento do IAM mediado pela 

via TLR4/NF-κB incluem inflamação, estresse oxidativo, piroptose e apoptose (LI, et 

al., 2020; WANG, et al., 2019; CHEN, et al., 2021; SU, et al., 2018). 

 Em trabalho recente do nosso grupo observamos que o NF-kB mostrou-se 

ativado em corações de animais hipertiroideos, assim como em culturas isoladas de 

cardiomiócitos tratados com T3 (TAKANO, et al, 2017). A ativação do NF-kB foi 

associada a aumento da calgranulina, uma DAMP que após secretada do 

cardiomiócito, se liga aos receptores TLR4 ativando o NF-kB. A ativação deste fator 

foi determinante para o aumento da síntese proteica no cardiomiócito, bem como para 

o ganho de massa muscular induzida pelos hormônios tiroideanos. O potencial papel 

do NF-kB sobre parâmetros de função cardíaca em condições normais ou após injúria 

de I-R, no hipertiroidismo, não foi ainda explorado na literatura e é neste contexto que 

o presente estudo pretende contribuir. 

 

2 OBJETIVO 

Avaliar a contribuição do fator nuclear kappa B (NF-kB) nas ações cardíacas 

deflagradas pelos hormônios tiroideanos. 

 

2.1 Objetivos especìficos 

 Em camundongos com inibição seletiva da atividade cardíaca de NF-kB no 

cardiomiócito (animais 3M), avaliar: 

 O remodelamento cardíaco induzido pelos hormônios tiroidianos; 

 Os parâmetros de função cardíaca no modelo de coração isolado 

(Langendorff); 

 Os parâmetros de função cardíaca, após os corações serem desafiados à 

Isquemia-Reperfusão (I-R), em modelo de coração isolado. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Animais e Grupos Experimentais 

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram previamente 

aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo, junto ao Protocolo 8434020221, seguindo 

os Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotados pelo Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

Foram utilizados 40 camundongos geneticamente modificados, com inibição 

seletiva da atividade cardíaca de NF-kB (3M) desde o nascimento, e 40 selvagens  

(C57BL/6NTac), machos, com idade entre 8 e 10 semanas. Os animais C57BL, 

provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(FMUSP), bem como os 3M, foram mantidos durante todo o protocolo experimental 

no biotério do Departamento de Anatomia, com temperatura controlada (22°C e 25°C), 

ciclo de claro-escuro (12 horas) e com livre acesso à água e comida. 

3.1.1 Camundongos Geneticamente Modificados (3M) 

A linhagem de animais 3M foi desenvolvida pelo grupo do Dr. Keith Jones, da 

Universidade de Cincinnati, Ohio, e gentilmente cedida pelo Prof. Sudhiranjan Gupta 

(Baylor University), nosso colaborador, estando sob nossa responsabilidade no 

Biotério do Departamento de Anatomia – ICB. Como mencionado anteriormente, essa 

proteína forma um complexo com o NF-kB no citoplasma da célula, resultando na sua 

inativação. O complexo IkB quinase fosforila Ser32/Ser36 de IκBα e leva à 

ubiquitinação e degradação imediata de IκB, ja foi descrito anteriormente os animais 

2M que apresentavam dupla multação nessas serinas, levando assim, a inativação do 

NF-kB no cardiomiócito, no entanto, observou-se que essa multação não bloqueava 

totalmente a ativação desse fator de trancrição (SCHERER, et al., 1995). 

Os mecanismos de ativação do NF-kB estão associados à fosforilação da IkB-

α, os animais 3M apresentam a proteína IkB-α com tripla mutação no seu terminal 

amino nas Serinas 32A e 36A e na tirosina 42F nas células musculares cardíacas, 

mantendo o NF-kB no citoplasma, impedindo a sua translocação e ativação no núcleo 

dos cardiomiócitos (BROWN, et al., 2005). Como consequência, tem-se o bloqueio 

desse fator de transcrição especificamente nos miócitos cardíacos desde o 

nascimento. 
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3.1.2 Grupos Experimentais  

Para execução dos experimentos cada linhagem foi dividida em dois grupos: 

Controles e Tratados com T3, obtendo 4 grupos experimentais: Controle, Controle + 

T3, 3M, 3M + T3. Ao final do protocolo de hipertiroidismo, parte dos animais seguiu o 

para os experimentos de coração isolado e parte foi destinada aos experimentos de 

análise histológica e análises moleculares. 

 

3.2 Genotipagem por Reação em Cadeia de Polimerase  

Os animais obtidos a partir dos cruzamentos realizados no Biotério do 

Departamento de Anatomia – ICBIII/USP foram genotipados ao atingirem 4 semanas 

de vida, para verificar a presença da alteração genética que tem como resultado o 

bloqueio do NF-kB. Somente animais provindos de ninhadas entre 6 e 8 filhotes e com 

massa comporea similares foram selecionados para compôr os grupos experimentais. 

 

3.2.1 Coleta de tecido e extração do DNA 

Para a extração do DNA e posterior genotipagem foram coletadas amostras 

de aproximadamente 3 mm da extremidade caudal dos camundongos, as quais foram 

homogeneizadas em solução alcalina (NaOH, EDTA 0,5M-pH 8,0 e água MilliQ) e 

extraídas seguindo protocolo do laboratório. 

3.2.2 Reação de PCR e Gel de Agarose 

Para reação de PCR foi utilizado o kit comercial GoTaq® Green Master Mix 

(Promega Corporation, Madison, EUA) contendo a enzima TaqDNA polimerase, 

sendo ainda adicionados água livre de RNAse, o DNA coletado e os primers sense e 

anti-sense. Para a amplificação dos fragmentos de DNA foi utilizado 1 µl de DNA e 

utilizados os seguintes primers: 5’-GAA GCC TAG CCC ACA CCA GAA ATG ACA 

GAC AGA TC-3’ e 5’-CAC AGC CAG CTC CCA GAA GTG CCT CAG CAA TTTC-3’ 

(primers sense e anti-sense, respectivamente). A reação da polimerase em cadeia foi 

realizada com os seguintes parâmetros: 1 ciclo de desnaturação na condição de 95 

ºC por 2 min e 30 seg, 1 ciclo de 63 ºC por 30 seg, 1 ciclo de 72 ºC por 1 min, seguido 

de 35 ciclos (72 ºC – 5 min) e finalizado com 4 ºC no termociclador (MJ Research – 

PTC200). 

O gel de agarose foi preparado logo após o término da reação de PCR, 

utilizando-se 1,5 g de agarose diluída em 100 mL de Tampão sódio-boreto, 1X e 2 μL 
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de brometo de etídio (10 mg/mL). As amostras foram pipetadas nos poços do gel (12 

μL da amostra), sendo o primeiro poço preenchido com 2 μL de Ladder - GeneRuler 

1 kb DNA (Thermo Scientific®). O gel foi então submetido a um campo elétrico de 

200W por 15 minutos para fracionamento do DNA. O gel foi posteriormente 

fotografado (Kodak 1D Image Analysis Software Version 3.6), como mostrado na 

Figura 2. 

 
 

Figura 2. Produtos da reação de PCR da sequência dos animais 3M, apresentados numa 
corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo. Mutação dos 
animais 3M (aproximadamente 475pb) os animais WT (C-) (não apresenta marcação). WT 
C57BL/6NTAC (C-); Animais 3M (C+, 110, 111, 123, 124, 202, 203) (Fonte: Vieira Jr, 2022). 

 

3.3 Validação do modelo experimental 

Embora os animais 3M apresentassem a mutação que leva à inativação do 

NF-kB, como observado na genotipagem descrita anteriomente, foi utilizado um 

protocolo de tratamento com lipolissacarideo (LPS) em alguns animais, uma vez que 

este estímulo sabidamente ativa NF-kB e leva ao aumento da secreção de citocinas 

inflamatórias (MAO, et al., 2013). Assim LPS foi administrado intraperitonealmente 

(1ug/g de massa corpórea), em camundongos machos C57/BL6Tac e 3M, com idade 

de 9 semanas. Os animais foram pesados e em seguida foram eutanasiados; os 

corações foram retirados, pesados e, posteriormente, guardados a -80ºC. 

3.4 Indução ao Hipertireoidismo 

O hipertireoidismo foi induzido nos camundongos pela administração de 

triiodotironina via intraperitoneal (T3, 7 ug/100 g de peso corpóreo; Sigma – Aldrich) 
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por um período de 14 dias. O T3 foi previamente dissolvido em NaOH (0,04 M), diluído 

em solução salina e armazenado a 4ºC. Esse protocolo foi previamente utilizado e 

padronizado em trabalhos do nosso grupo (CARRILLO-SEPÚLVEDA, et al. 2010; 

TAVARES, et al, 2013). Os animais dos grupos controle (WT-C e 3M-C) receberam a 

solução veículo, via intraperitoneal, por 14 dias. 

3.5 Dosagem de hormônios tiroidianos 

 Os níveis séricos de TSH foram mensurados utilizando um kit comercial 

(Milliplex, Millipore), seguindo as orientações do fabricante. O ensaio é baseado na 

ligação de anticorpos conjugados a beads magnéticas e a leitura foi feita em 

equipamento Luminex. 

3.6 Análises Morfológicas 

3.6.1 Determinação do trofismo cardíaco 

A avaliação do trofismo cardíaco, resultante do efetivo tratamento com T3, foi 

realizada pela análise da razão da massa total do coração pela massa corpórea do 

camundongo (mg/g) e ainda pela razão da massa total do coração, pelo comprimento 

da tíbia (mg/mm). No momento da eutanásia, foi avaliado o comprimento das tíbias 

dos animais, permitindo o cálculo da razão massa do coração/comprimento da tíbia, 

assegurando a eficiência do tratamento com T3 na instalação do fenótipo de hipertrofia 

cardíaca. 

3.6.2 Avaliação Histológica 

 A morfologia cardíaca foi analisada em cortes histológicos. As amostras de 

coração foram fixadas em formol 10% por 24 horas e então mantidas em álcool 70% 

até à continuidade do experimento. Foi feita a passagem do tecido em concentrações 

crescentes de álcool para desidratação. Em seguida, foi utilizado xilol para a 

diafanização, possibilitando a impregnação da parafina no tecido. Por fim, o coração 

foi banhado em parafina e emblocado. Foram feitos cortes com espessura de 5 

micrômetros do tecido utilizando um micrótomo. As lâminas com os cortes foram 

processadas e coradas com picrosirius, para avaliação de fibrose, e com WGA (wheat 

germ agglutinin), para avaliar a morfologia dos cardiomiócitos. 

3.7 Análises Funcionais 

As análises funcionais foram realizadas com outros grupos de animais 

hipertiroideos destinados à análise de coração isolado, visto que a eutanasia destes 
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animais deveria ser por decapitação e sem a utilização de anestésicos. Os corações 

foram retirados, pesados e utilizados para perfusão de coração isolado, conforme 

descrição a seguir. A decapitação se fez necessária em virtude da impossibilidade do 

uso de anestésico para a técnica de perfusão de coração isolado, uma vez que este 

age sobre parâmetros da função cardíaca e interfere diretamente na qualidade dos 

dados (BARBOZA, 2022). 

3.7.1 Preparação do Coração Isolado 

Os corações foram excisados e limpos em solução modificada de Krebs- 

Henseleit (KH) contendo: NaCl (118 mM), KCl (4,7 mM), CaCl2 (1,75 mM), MgSO4 

(1,66 mM), NaHCO3 (24,88 mM), KH2PO4 (1,18 mM), dextrose 2 g/L e água bi- 

destilada, pH 7,4. O pH foi ajustado por contínua gaseificação com uma mistura de 

95% de O2 e 5% de CO2. O perfusato foi preparado no momento do experimento e 

filtrado (Swinnex® 47mm, poro da membrana 0,22 μM) imediatamente antes da 

perfusão (SILVA, et al., 2016). 

Os corações foram rapidamente montados no Sistema de Langendorff 

(Radnoti-ADInstruments) e perfundidos retrogradamente, de acordo com o Método de 

Langendorff (LANGENDORFF, 1895), através da aorta ascendente, em solução KH, 

a 37 °C, a fluxo constante de 3 ml/min e sem recirculação. Trata-se de um modelo 

clássico para estimar alterações funcionais cardíacas sem a influência neuro-humoral. 

Menos de 3 minutos foi o tempo utilizado entre a retirada do coração do animal e a 

canulação da aorta no sistema. Quando o período de preparação excedeu esse 

tempo, o coração foi descartado. 

Todos os corações foram submetidos ao processo de Isquemia/Reperfusão 

obedecendo a um protocolo experimental de 30 minutos de estabilização, 20 minutos 

de isquemia global (fluxo=0) e posterior restauração do fluxo, com 45 minutos de 

reperfusão (CASTRO, et al., 2006; SILVA, et al., 2016). Vale acrescentar que todos 

os grupos experimentais foram tratados ao mesmo tempo e para os experimentos de 

coração isolado era sempre selecionado um coração de cada grupo.  

3.7.2 Aquisição de dados de Função Cardíaca 

Cinco parâmetros foram aferidos: a pressão desenvolvida pelo ventrículo 

esquerdo (LVDP – Left Ventricular Developed Pressure), que corresponde à diferença 

entre a pressão sistólica (LVSP – Left Ventricular Systolic Pressure) e a pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo (LVEDP – Left Ventricular End Diastolic 
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Pressure). A +dP/dt e -dP/dt, que são índices de contratilidade e de relaxamento do 

coração, respectivamente, a frequência cardíaca e pressão de perfusão. Todos estes 

parâmetros foram monitorados continuamente por um sistema de registro (PowerLab- 

Lab Chart 7, ADInstruments, USA). 

3.7.3 Função ventricular esquerda 

A função ventricular esquerda foi avaliada mediante a utilização de um 

balonete intraventricular; assim como descrito por Fallen e cols. (1967). Este método 

oferece a possibilidade de avaliar, com considerável exatidão, a força contrátil. Um 

pequeno balonete foi inserido no interior do ventrículo esquerdo, entre o 5º e 10º 

minuto do período de estabilização, através de uma incisão no átrio esquerdo. O 

volume do balonete foi ajustado a produzir uma pressão diastólica final de 5-10 mmHg 

em todos os grupos, determinando a pré-carga não-fisiológica no início do 

experimento. O balonete medindo cerca de 3 - 3,5 mm de diâmetro foi confeccionado 

de maneira artesanal, a partir de filme PVC, no próprio laboratório. Este, foi conectado 

ao transdutor de pressão (ADInstruments, EUA) acoplado ao software (LabChart 7.0) 

para aquisição de dados. 

A fim de avaliar a função sistólica do ventrículo esquerdo, foram utilizados os 

valores de pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (LVDP) (definida como a 

diferença entre o pico de pressão sistólica do ventrículo esquerdo e a pressão 

ventricular esquerda diastólica final), pela primeira derivada positiva (+dP/dt) e 

negativa (-dP/dt) da pressão ventricular. O parâmetro de frequência cardíaca foi 

derivado a partir dos parâmetros obtidos pelo balonete intraventricular. 

3.7.4 Pressão de Perfusão 

Para mensurar a pressão de perfusão, foi utilizado um transdutor de pressão 

conectado à cânula da artéria aorta. O coração foi suprido pelo perfusato gaseificado 

através de uma bomba peristáltica de fluxo pulsátil e constante, que foi capaz de gerar 

uma pressão de perfusão correspondente variável, que dependeu da resistência 

imposta pelas coronárias de cada animal.  

Ao término do experimento o coração foi pesado, os átrios desprezados e os 

ventrículos separados em ventrículo direito e ventrículo esquerdo + septo e 

armazenados a -80 ºC para posterior processamento das amostras. 

3.8 Análises moleculares 

Ao final do protocolo de indução do hipertiroidismo os animais foram 
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eutanasiados com a utilização de cetamina e xilazina e os corações foram guardados 

a -80ºC para realização de experimentos de biologia molecular. 

3.8.1 Análise de expressão gênica 

3.8.1.1 Extração do RNA e preparação do cDNA 

A extração de RNA total das amostras foi realizada através da lise mecânica 

das amostras submersas em trizol (Invitrogen). Então foi adicionado clorofórmio e as 

amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm (rotações por minuto), durante 15 minutos, 

a 4ºC, para separação das fases. A fase aquosa, correspondente ao RNA, foi coletada 

e transferida para um novo tubo. Nesse novo tubo foi adicionado álcool isopropílico, 

as amostras foram centrifugadas novamente e ao fim da centrifugação, foi desprezado 

o sobrenadante e o pellet foi lavado com etanol 75%. Por fim, o homogenato de RNA 

foi ressuspendido em água MilliQ autoclavada. O RNA total foi então dosado no 

espectrofotômetro de alta sensibilidade (Nanodrop, Biotek), através de um programa 

específico para análise de ácidos nucléicos (Gen5 Data Analysis Software, BioTek), 

em comprimento de onda 260 e 280 nm. A integridade do RNA extraído foi avaliada 

através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, sendo 

observadas sob luz ultravioleta duas subunidades de RNA ribossomal (18s e 20s). 

Confirmada a integridade do RNA, prosseguiu-se com a reação de transcrição reversa 

para a síntese da fita simples do DNA complementar (cDNA), mediante utilização de 

1μg de RNA total e da enzima M-MLV (Reverse Transcriptase, Invitrogen), em 

termociclador (MJ Research – PTC200). 

3.8.1.2 PCR em Tempo Real (RT-PCR) 

 A fim de determinar a concentração ideal de cDNA, bem como evitar a 

saturação das amostras durante a reação, foram realizadas curvas com quantidades 

progressivas de cDNA para cada gene a ser avaliado. Todas as análises foram 

realizadas em duplicatas. Nas reações foi utilizado SYBR Green PCR Master Mix 

(coquetel de reagentes – Invitrogen), primer (2,5 μM), cDNA e água para completar 

um volume final de 12 μl. Para cada reação, foi utilizado um controle negativo, 

contendo todos os reagentes descritos, mas sem cDNA. As amostras foram 

submetidas a ciclos com temperatura de denaturação inicial de 95ºC por 15 segundos, 

temperatura de anelamento de 60ºC por 1 minuto e temperatura de extensão de 72ºC 

por 15 segundos, utilizando 40 ciclos. Os resultados obtidos foram expressos com 

base na relação do RNAm de cada gene de interesse com os níveis de RNAm de 
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GAPDH, utilizado como controle interno. Estão listados na tabela 01 os primers 

utilizados para expressão gênica nos camundongos. 

 
Tabela 01 – Sequência dos primers utilizados em camundongos. 

Genes Origem Sequência dos primers 

BNP Exxtend 
Fw - 5’ CAGAACAATCCACGATGCAG 3’ 

Rv - 5’ GCTGTCTCTGAGCCATTTCC 3’ 

IL-1β Exxtend 
Fw - 5’ AGTGAACCCCAGACCAGACTGA 3’ 

Rv - 5’ CCCTCCCCACCTAACTTTGATGTA 3’ 

IL-10 Exxtend 
Fw - 5’ TTA CAG CCA AGG CAC ACT CA 3’ 

Rv - 5‘ TAC CGT CCT TTT GCC AGT TCC 3’ 

GAPDH Exxtend 
Fw – 5’ ACTCCACTCACGGCAAATTC 3’ 

Rv – 5’ TCTCCATGGTGGTGAAGACA 3’ 

 
 

3.9 Análise estatística 

Os dados obtidos encontram-se apresentados na forma de média ± erro-

padrão. O valor amostral (n) corresponde ao número de animais utilizados em cada 

grupo. Os resultados foram analisados e comparados utilizando- se o Teste t de 

“Student” ou a Análise de Variância (ANOVA) de dois caminhos (Two- way), seguida 

do pós-teste de Tukey. Em algumas análises os valores de p foram apresentados. Os 

valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Validação do modelo animal (camundongos 3M) 

 Os animais 3M apresentam uma inativação específica do NF-kB no 

cardiomiócito que se dá pela tripla multação no seu terminal amino nas Serinas 32A e 

36A e na tirosina 42F, como descrito anteriormente (item 3.1.1). Já é descrito na 

literatura que o NF-kB quando ativado transcreve diversos genes anti e pró-

inflamatórios, dentre eles podemos mencionar aqueles que codificam as interleucinas 

IL-1β e IL-10. 

 Com isso, avaliamos como se apresentava a expressão gênica dessas interleucinas 

nos animais 3M com estímulo inflamatório por LPS (figura 3). Foi observado que, após o 

estimulo com agente inflamatório (LPS), os animais 3M apresentaram menor expressão de 

IL-1B e IL-10 (figura 3A e B), sugerindo a inativação do NF-kB, principal fator de transcrição 

de ativação dessas interleucinas na inflamação. 

 

Figura 3 – Expressão de RNAm expresso no tecido cardíaco após ativação de NF-kB 
(administração de LPS). A) Expressão gênica de IL-1B B) Expressão gênica de IL-10 
Grupo WT-LPS (n=5); 3M-LPS (n=5). *vs. WT-LPS (p<0,05). 
 

4.2 Validação do modelo experimental 

 O protocolo de indução ao hipertiroidismo (T3, 7 ug/100 g de peso corpóreo/ 14 

dias, i.p.) utilizado neste estudo já foi descrito em trabalhos prévios do grupo. Contudo, 

os dados coletados confirmaram a eficiência do modelo experimental. 

4.2.1 Dosagem sérica de tireotrofina (TSH) 

 Os animais tratados com T3 mostraram níveis significativamente inferiores de 

TSH, confirmando a eficiência da alça de regulação dos hormônios tiroideanos por 

feed-back negativo e o estado hipertiroideo dos animais (figura 4). 
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Figura 4 – Níveis séricos de tireotrofina. Os valores são expressos como média ± 
desvio-padrão. WT – C (n=4); WT – T3 (n=5); 3M – C (n=4); 3M – T3 (n=3). * vs. seu 
próprio controle (p<0,05). 
  
 Assim, foi observado que os grupos tratados com T3, independentemente do 

seu genótipo, foram induzidos à condição de hipertiroidismo, apresentando os níveis 

séricos de tireotrofina reduzidos (WT-T3 p=0.0023; 3M-T3 p=<0.0001). 

4.2.2 Acompanhamento da massa corporal 

 A análise da evolução da massa corpórea foi realizada ao longo dos 14 dias de 

tratamento com T3. Como pode ser observado na Figura 5, não foram observadas 

diferenças significativas, neste parâmetro, entre os grupos experimentais. Embora os 

HT levem ao aumento do metabolismo basal, de modo geral, o que poderia implicar 

em menor ganho de massa corpórea nos dois grupos tratados com T3 (WT e 3M), por 

outro lado, esses hormônios estimulam o aumento do consumo de alimento, o que 

pode justificar a ausência de diferenças observadas entre os grupos. Resultados 

similares foram observados em trabalhos prévios de nosso grupo, tanto em 

camundongos como em ratos. 
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Figura 5 - Acompanhamento da massa corpórea (g) dos animais nos diferentes 
grupos experimentais ao longo do tratamento. Os valores são expressos como média 
± desvio-padrão. WT – C (n=10); WT – T3 (n=10); 3M – C (n=10); 3M – T3 (n=10). 
 

4.2.3 Análise do trofismo cardíaco, em resposta ao hipertireoidismo 
experimental 

 A análise do trofismo cardíaco foi realizada com base na razão da massa 

cardíaca, em miligramas (mg), pelo comprimento da tíbia, em milímetros (mm), bem 

como na razão da massa cardíaca, pela massa corpórea. Conforme pode ser 

observado, os grupos tratados com T3 (WT e 3M) apresentaram razão massa 

cardíaca/massa corpórea (Figura 6A) e razão massa cardíaca/comp. da tíbia (Figura 

6B) significativamente maiores que aquelas observadas nos respectivos grupos 

controles (p<0,05), comprovando a ação dos HT como indutores de hipertrofia 

cardíaca.  

 Ainda, o grupo 3M–T3 apresentou maior aumento de massa cardíaca,  quando 

comparada àquela observada no grupo WT – T3, indicando que, contrariamente ao 

esperado, a supressão de NF-kB no cardiomiócito, influenciou positivamente o ganho 

de massa muscular cardíaca induzida pelo tratamento com T3. Ao realizar análise da 

área do cardiomiócito por histologia, foi observado o aumento neste parâmetro nos 

grupos tratados com T3 (Figura 6C-D). A análise da expressão gênica de BNP, um 

marcador de hipertrofia cardíaca, mostrou-se significativamente aumentado no grupo 

de animais 3M submetidos ao tratamento com T3 (Figura 6E). 
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Figura 6 - Análise do trofismo cardíaco. A) Análise da razão massa cardíaca/massa 
corpórea, nos diferentes grupos experimentais. B) Análise da razão massa 
cardíaca/comprimento da tíbia, nos diferentes grupos experimentais. C) Imagem 
representativa de lâminas histológicas marcadas com WGA (wheat germ 
agglutinin)(40x). D) Quantificação da área de cardiomiócitos em lâminas marcadas 
com WGA (n=3-4). E) Expressão gênica de BNP (peptídeo natriurético cerebral) (n=5).  
WT-C (n=5); WT-T3 (n=6); 3M-C (n=6); 3M-T3 (n=8).  
 

4.3 Papel da supressão do NF-kB nos parâmetros de função cardíaca de coração 
isolado 

 Os dados referentes a LVDP, +dP/dt, -dP/dt e FC foram obtidos a partir dos 

experimentos de coração isolado, conforme descrito na metodologia (item 3.8). A 
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mensuração desses parâmetros foi registrada durante todo o experimento (95 

minutos) e, para a avaliação, foram selecionados os últimos 5 minutos referentes tanto 

ao período de estabilização (com duração de 30 minutos), como aos diferentes tempos 

de reperfusão (25, 35 e 45 minutos após a realização da isquemia). 

4.3.1 Parâmetros de função cardíaca 

4.3.1.1 Pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (LVDP) 

 A LVDP é um parâmetro fundamental para avaliação da função cardíaca; esse 

dado é calculado a partir da diferença entre o pico de pressão sistólica e a pressão 

diastólica final do ventrículo esquerdo. Conforme pode ser observado, os grupos 

experimentais não apresentam diferença estatística no período de estabilização, 

demonstrando que todos os grupos se comportam de maneira similar, 

independentemente da linhagem dos animais (WT ou 3M) e/ou tratamento (Figura 

7A). 

 Após o período de isquemia, foi observado que o grupo WT-T3 apresentou 

piora quanto à sua recuperação, após 25 e 35 minutos de reperfusão, quando 

comparado com o grupo WT-T3 (Figura 7B – C). No entanto, após 45 minutos, a 

diferença na recuperação não foi mais observada (Figura 7D). Os grupos 3M não 

apresentaram diferença estatística quanto à recuperação no período de reperfusão. 
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Figura 7 – Pressão desenvolvida pelo ventrículo esquerdo (LVDP). A) LVDP no 
período de estabilização. B) LVDP 25 minutos de reperfusão, apresentada como % 
em relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). C) LVDP 35 
minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor controle 
(no período de estabilização). D) LVDP 45 minutos de reperfusão, apresentada como 
% em relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). Dados 
expressos em média ± desvio-padrão da porcentagem de alteração dos parâmetros 
avaliados nos diferentes tempos, sendo o 100% correspondente ao período de 
estabilização. WT-C (n=8), WT-T3 (n=10), 3M-C (n=8) e 3M-T3 (n=9). *vs. WT-C 
(p<0,05). 
 

4.3.1.2 Primeira derivada positiva de pressão ventricular esquerda (+dP/dT) 

 A variação da pressão por unidade de tempo (dP/dt), também denominada de 

primeira derivada temporal da pressão ventricular, corresponde a um dos parâmetros 

utilizados para avaliação da função do ventrículo esquerdo; essa variável apresenta 

dois índices a derivada positiva e a derivada negativa. A +dP/dt é um índice de 

contratilidade que possibilita avaliar, mesmo que indiretamente, o inotropismo 

cardíaco, o qual corresponde à força de contração muscular do coração. 

 Durante o período de estabilização (Figura 8A) os dados demonstraram 
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comportamentos parecidos, indicando que em uma condição estável os grupos 

apresentam o mesmo comportamento, independentemente do tratamento e/ou 

linhagem. No entanto, foi observado que após 35 minutos de reperfusão o grupo WT-

T3 apresentou-se com uma porcentagem de recupeção menor que aquela do grupo 

WT-C (Figura 8C). Não foi observada nenhuma diferença estatística nos demais 

grupos, independente do tratamento ou genótipo, durante a reperfusão (Figura 8B, D). 

 

Figura 8 – Primeira derivada positiva de pressão por tempo. A) +dP/dt no período de 
estabilização. B) +dP/dt após 25 minutos de reperfusão, apresentada como % em 
relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). C) +dP/dt após 35 
minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor controle 
(no período de estabilização). D) +dP/dt após minutos de reperfusão, apresentada 
como % em relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). Dados 
expressos em média ± desvio-padrão da porcentagem de alteração dos parâmetros 
avaliados nos diferentes tempos, sendo o 100% correspondente ao período de 
estabilização. WT-C (n=8), WT-T3 (n=10), 3M-C (n=8) e 3M-T3 (n=9). *vs. WT-C 
(p<0,05). 
 

4.3.1.3 Primeira derivada negativa de pressão ventricular esquerda (-dP/dT) 

 A dP/dt negativa também corresponde a um índice utilizado para avaliação da 

função ventricular esquerda e corresponde à capacidade de relaxamento cardíaco 
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global do coração ou lusitropismo. Esta propriedade está relacionada ao relaxamento 

diastólico; esse período é determinado pelo fim do processo de contração e início do 

enchimento ventricular. 

 Durante o período de estabilização, os dados demonstram que os grupos 

controles (não tratados) já apresentavam diferença significativa na -dP/dt no seu valor 

basal, sugerindo um efeito relacionado à linhagem dos camundongos (Figura 9A). 

Entretanto, durante o período de reperfusão, essa diferença não foi mais observada.  

Os animais WT-T3 apresentaram porcentagem de recuperação menor que seu grupo 

controle, após 25 e 35 minutos de reperfusão (Figura 9B e C), a qual desapareceu 

após 45 minutos de reperfusão, momento em que todos os grupos se comportaram 

de forma semelhante (Figura 9D). Assim, os dados demonstram  que os animais WT 

tratados com T3 apresentaram prejuizo na recuperação da -dP/dt até 35 minutos após 

o inicio da reperfusão. 

 

Figura 9 – Primeira derivada negativa de pressão por tempo. A) -dP/dt no período de 
estabilização. B) -dP/dt após 25 minutos de reperfusão, apresentada como % em 
relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). C) -dP/dt após 35 
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minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor controle 
(no período de estabilização). D) -dP/dt após minutos de reperfusão, apresentada 
como % em relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). Dados 
expressos em média ± desvio-padrão da porcentagem de alteração dos parâmetros 
avaliados nos diferentes tempos, sendo o 100% correspondente ao período de 
estabilização. WT-C (n=8), WT-T3 (n=10), 3M-C (n=8) e 3M-T3 (n=9). *vs. WT-C 
(p<0,05). 
 

4.3.1.4 Frequência cardíaca (FC) 

 A frequência cardíaca corresponde a outro parâmetro cardíaco avaliado, o 

cronotropismo. Esse parâmetro corresponde à capacidade do coração em gerar seus 

próprios impulsos elétricos, de maneira independente de fatores estimulantes 

extrínsecos a ele, fatores neuro-endócrinos. O cronotropismo sofre influência de 

diversos fatores, como íons plasmáticos, temperatura e irrigação coronariana. Com 

isto, nos experimentos com o coração isolado (ex-vivo), os parâmetros de 

temperatura, fluxo e a solução de perfusão foram rigidamente controlados, garantindo 

que a FC não sofresse influências extrínsecas, seguindo o processo metodológico 

descrito anteriormente (item 3.8). 

 De acordo com o que pode ser observado em relação ao período de 

estabilização (Figura 10A), o tratamento com T3 apresentou um aumento significativo 

da FC nos animais WT (grupo WT–T3). Apesar da consolidação da influência dos HT 

na FC, os animais 3M não apresentaram alterações nesse parâmetro, mesmo após 

tratamento com T3, em situação basal (período de estabilização) (Figura 9A). No 

entanto, quando os animais foram submetidos ao protocolo de I-R, os animais 3M 

apresentaram uma melhora na recuperação relacionada a este parâmetro nos tempos 

de 25, 35 e 45 minutos (Figura 10B, C e D). 
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Figura 10 - Frequência cardíaca. A) FC no período de estabilização. B) FC após 25 
minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor controle 
(no período de estabilização). C) FC após 35 minutos de reperfusão, apresentada 
como % em relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). D) FC 
após minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor 
controle (no período de estabilização). Dados expressos em média ± desvio-padrão 
da porcentagem de alteração dos parâmetros avaliados nos diferentes tempos, sendo 
o 100% correspondente ao período de estabilização. WT-C (n=8), WT-T3 (n=10), 3M-
C (n=8) e 3M-T3 (n=9). *vs. 3M-C (p<0,05). 
 

4.3.1.5 Pressão de Perfusão 

 A pressão de perfusão corresponde ao índice resultante da adaptação vascular 

das artérias coronárias ao fluxo constante exercido pela bomba peristáltica do sistema 

de perfusão isolado – Langendorff (3ml/min). O fluxo coronariano se ajusta de maneira 

dinâmica, a partir das necessidades metabólicas do coração. Este parâmetro 

possibilita a análise indireta do estado de reatividade das artérias coronárias 

(vasodilatação e vasoconstrição) dos animais submetidos às diferentes condições 

experimentais. 
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Como pode ser observado (Figura 11A), os grupos controle apresentaram 

diferença estatística durante o período de estabilização. Após o período de isquemia 

e com o reestabelecimento da perfusão, foi observado que os grupos que não 

receberam tratamento com T3 (WT-C e 3M-C) permaneceram diferentes 

significativamente após 25 minutos de reperfusão (figura 11B) O experimento analisou 

ainda os tempos 35 e 45 minutos de reperfusão, no entanto, esse parâmetro 

apresentou comportamento similar entre os grupos (Figura 11C e D). 

 

Figura 11 – Pressão de perfusão. A) Pressão de perfusão no período de estabilização. 
B) Pressão de perfusão após 25 minutos de reperfusão, apresentada como % em 
relação ao seu próprio valor controle (no período de estabilização). C) Pressão de 
perfusão após 35 minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu 
próprio valor controle (no período de estabilização). D) Pressão de perfusão após 
minutos de reperfusão, apresentada como % em relação ao seu próprio valor controle 
(no período de estabilização). Dados expressos em média ± desvio-padrão da 
porcentagem de alteração dos parâmetros avaliados nos diferentes tempos, sendo o 
100% correspondente ao período de estabilização. WT-C (n=7), WT-T3 (n=7), 3M-C 
(n=8) e 3M-T3 (n=8). *vs. 3M-C (p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO 
  

O presente estudo teve como objetivo avaliar o papel do Fator de Transcrição 

Kappa B na função cardíaca de animais hipertiroideos, no modelo de coração isolado 

(Sistema Langendorff), bem como avaliar o comportamento desses parâmetros após 

os corações serem desafiados à injúria de isquemia-reperfusão (I-R). Esse estudo foi 

direcionado a partir de evidências da literatura que apontam o envolvimento de vias 

de inflamação envolvidas nas disfunções cardiovasculares. Além disso, diversos 

trabalhos tem apontado a participação do NF-kB no remodelamento cardíaco induzido 

por AngII e sobrecarga de pressão (LI, et al., 2004; XU, et al., 2011) Ainda,  tem-se 

evidenciado na literatura uma possível participação desse fator de transcrição nas 

lesões de isquemia-reperfusão por constricção de ramo descendente de coronária (in 

vivo) (TRANTER, et al., 2010; WILHIDE, et al., 2011). 

 Para responder os objetivos propostos, foram utilizados animais geneticamente 

modificados que apresentam bloqueio da ativação do NF-kB especifica no 

cardiomiócito de camundondos, desde o seu nascimento. Para comprovação da 

funcionalidade da linhagem dos animais, foi realizada a genotipagem desses animais. 

Além disso, sabendo que a ativação do NF-kB é um dos mecanismos de regulação da 

transcrição de genes próinflamatórios, foram analisadas a expressão gênica da IL-1B 

e da IL-10, em animais expostos à ativação classica do NF-kB por injeção de LPS, 

evidenciando assim, uma menor expressão desses genes nos corações dos animais 

3M. 

O modelo de hipertiroidismo em roedores vem sendo usado pelo nosso grupo; 

neste estudo foi confirmado o estado hipertiroideo dos animais com base  nos níveis 

reduzidos do hormônio estimulante da tiroide (TSH), da massa cardíaca e da área do 

cardiomiócito, nos animais tratados com T3. Esses dados reproduzem resultados 

apresentados anteriormente por nosso grupo em ratos e camundongos (CARNEIRO-

RAMOS, et al., 2010; TAVARES, et al., 2013; SILVA, et al., 2016; TAKANO, et al., 

2017). 

Esse estudo estabeleceu a condição de hipertiroidismo, que foi evidenciado 

pela mensuração dos níveis de TSH circulantes. Já é descrito que o TSH é 

extremamente sensível às alterações nas concentrações circulantes dos HTs, com 

isso, a utilização de ensaios de TSH de alta sensibilidade tem sido utilizada pelos 

médicos para detectar alterações sutis na função tireoidiana, levando ao conceito de 
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doença subclínica da tireoide (SALMAN RAZVI, et al., 2018). 

 Posteriormente, a confirmação da eficácia do modelo experimental de 

hipertiroidismo em camundongos, iniciou-se as avaliações morfológicas e de função 

cardíaca pré e pós-isquemia global em corações isolados. O protocolo experimental 

foi realizado em animais C57/BL6Tac e animais 3M, visto que, as duas linhagens 

apresentam o mesmo background. É importante ressaltar que foi realizado o protocolo 

de hipertiroidismo em animais C57/BL6J, e comparada a hipertrofia dos dois grupos 

de animais (C57/BL6Tac vs C57/BL6J) e não apresentaram diferença estatística, 

comprovando assim que os dois modelos de animais selvagens se comportam de 

forma similares quanto ao fenótipo de hipertrofia induzida por T3 (dados não 

publicados).  

Os hormônios tiroidianos têm como principal órgão alvo o coração, isso se dá 

devido à expressão e afinidade dos receptores desse hormônio nas células cardíacas. 

Os receptores do hormônio tireoidiano estão presentes no miocárdio e no tecido 

endotelial vascular, permitindo assim que alterações na concentração circulante de 

hormônios tiroidianos modulem a atividade do órgão-alvo. (BIONDI & COOPER, 

2008). Sabe-se que os HT atuam sobre o cardiomiócito aumentando a transcrição 

gênica e a síntese proteica, resultando no aumento de seu volume celular e da sua 

contratilidade, como já foi demonstrado anteriormente (CARNEIRO-RAMOS, et al, 

2010; OJAMAA, 2010; DINIZ; CARNEIRO-RAMOS; BARRETO-CHAVES, 2009; HU; 

LIBERTI; BARRETO-CHAVES, 2005). Neste estudo nossos dados demonstraram 

aumento do volume celular, da razão massa cardíaca/massa corpórea e razão massar 

cardíaca/massar corporal, onde foi observado que independentemente da linhagem 

dos animais, os grupos tratados com T3 apresentaram maior hipertrofia. É importante 

destacar que esses dados referentes a hipertrofia cardíaca diferiram de resultados 

prévios do nosso grupo utilizando o mesmo modelo animal, onde foi observado que a 

HC induzida pelos HT nos animais 3M foi atenuada (TAKANO, et al., 2017). No 

entanto, no trabalho de Takano foi utilizada uma dose de T3 5 vezes superior àquela 

utilizada no presente estudo, o que talvez explique a diferença quanto à ação da 

supressão do NF observada entre esses resultados. 

Os HT atuam diretamente na estrutura miocárdica, regulando o conteúdo de 

colágeno intersticial no miocárdio, favorecem o desenvolvimento da angiogênese 

coronariana, aumentando assim a reserva de fluxo coronariano, e regulam a função 

cardíaca por meio de efeitos cronotrópicos, inotrópicos e dromotrópicos (MASTORCI, 
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et al., 2020). Já foi demonstrado que os hormônios tiroidianos atuam como 

cardioprotetores, melhorando a contração cardíaca e a recuperação funcional após 

isquemia global, em ratos e em camundongos selvagens (PANTOS, et al., 2005; 

TAVARES, et al., 2013; Silva, et al., 2016). 

O protocolo de isquemia global é considerado um modelo de infarto do 

miocárdio. Para análise da área infartada é frequentemente utilizada a técnica de 

cloreto de trifeniltetrazólio a 1% (TTC). Essa técnica se baseia na coloração vemelho 

escuro quando o tecido apresenta-se viável, isso se dá devido a interação do TCC 

com as moleculas de NADH2 e com as enzimas desidrogenases presentes no tecido 

não infartado. Além disso, a área que sofreu prejuizo durante o infarto apresenta 

colocaração pálida ou cinza, devido a incapacidade da interação TCC com NADH2 e 

as enzimas desidrogenases (SILVA, et al., 2016).  

Em nossos experimentos, nos utilizamos dessa mesma técnica, mas não 

observamos qualquer indicação de área infartada nos corações dos camundongos 

submetidos ao protocolo de I/R.Apesar disso, resultados similares foram observados 

previamente por outros autores, em corações de ratos e camundongos  submetidos a 

20 minutos de isquemia e 45 minutos de reperfusão, nos quais os corações não 

apresentaram área de infarto do miocárdio (RAGONE, et al., 2015; SILVA, et al., 

2016). 

Nossos dados apontaram aumento da frequência cardíaca nos animais 

selvagens tratados com T3, esse dado corrobora os observados na literatura. Sabe-

se que diversos fatores influenciam na FC, dentre eles destaca-se o sistema nervoso 

autônomo (através das ações simpáticas e parassimpáticas), regulando a expressão 

de proteínas relacionadas aos canais iônicos como ocorre com a regulação negativa 

do canal de sódio (Nav1.5) e a ação hormonal, como ocorre pelos HT (MITTAG, et al., 

2010; DILLMANN, 2002; SRIDHAR, et al., 2019). Nosso grupo vem demonstrando a 

ação dos HT no coração, evidenciando o seu potencial para promover arritmias 

cardíacas (SILVA, et al, 2016; LINO, et al., 2015; TAVARES, et al., 2013). 

Estudos demonstraram que o NF-κB é cardioprotetor durante hipóxia aguda e 

lesão de reperfusão (MUSTAPHA, et al., 2000). No entanto, a ativação prolongada de 

NF-κB parece ser prejudicial e promover insuficiência cardíaca ao provocar sinais que 

desencadeiam inflamação crônica, através da ativação da expressão dede citocinas, 

incluindo fator de necrose tumoral α, interleucina-1 e interleucina-6, levando a 

respostas de estresse do retículo endoplasmático e morte celular (MAEKAWA, et al., 



50 
 

 

2002; MISRA, et al., 2003). Nosso grupo demonstrou que animais com inativação do 

NF-kB no cardiomiócito, associado ao tratamento com hormonios tiroidianos, 

apresentaram atenuação da hipertrofia cardíaca, além disso, foi observado in vitro que 

o silenciamento da calgranulina S100A8 preveniu a hipertrofia induzida por T3 

(TAKANO, et al. 2017). 

O papel do NF-kB no remodelamento e na função cardíaca ainda não está bem 

estabelecidos, por essa razão, o objetivo desse estudo foi tentar entender e contribuir 

na investigação da participação desse fator de transcrição na função cardíaca em 

coração isolado, submetidos ou não à injúria de I-R. Além disso, avaliar se a 

combinação do tratamento com T3, demonstrado anteriormente como um agente que 

melhora a função cardíaca no modelo de coração isolado (PANTOS, et al., 2005; 

TAVARES, et al., 2013; SILVA, et al., 2016), com a inativação do NF-kB desemprenha 

alguma ação na determinação do fenótipo de hipertrofia e melhora dos parâmetros de 

função cardíaca.  

Já se sabe que a ativação do NF-kB regula transcrição de mais de 200 genes, 

principalmente os relacionados as respostas inflamatórias, o aumento da atividade 

desse fator de transcrição desempenha diferentes papeis no coração. Já foi 

demonstrado que a ativação aguda do NF-kB no modelo de I-R por constrição do ramo 

descendente da artéria coronária desempenha papel cardio protetor em ratos, no 

mesmo modelo em condições crônicas, foi demonstrado que a exarcerbação das 

respostas inflamatórias apresentou prejuizo no remodelamento e função cardíaca de 

ratos (CHANDRASEKAR, et al., 1997; MISRA, et al., 2003; HAMID, et al., 2011). 

Estudos clínicos mostraram que a ativação do NF-κB está aumentada na 

insuficiência cardíaca humana e há uma associação entre a atividade reduzida do NF-

κB e o remodelamento cardíaco desses pacientes. O NF-κB suprime a apoptose e 

favorece a sobrevivência celular em miócitos ventriculares de ratos isolados e após 

oclusão coronária permanente in vivo. No entanto, estudos farmacológicos apontam 

que o NF-κB favorece a morte celular na lesão de I/R (IREM, et al., 1991; SASAKI, et 

al., 1999; MISRA, et al., 2003; ONAI, et al., 2004). Além disso, Timmers e cols (2009) 

mostrara, que a deleção do NF-kB (subunidade p50) resulta em maior remodelação 

cardíaca e deterioração funcional após infarto do miocárdio, aumentando a 

remodelação da matriz e a inflamação (TIMMERS, et al., 2009). 

Brown e cols (2005) mostraram que os animais 3M bloqueiam completamente 

a ativação do NF-κB após administração aguda de TNF-α e após lesão de I/R, o que 
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sugere que a fosforilação de IκBα em Ser32/Ser36 é a via predominante para a 

ativação do NF-κB. Após esses estímulos agudos, foi demonstrado ainda que a 

ativação do NF-κB no coração contribui para a morte celular e infarto do miocárdio em 

resposta à lesão de I-R in vivo (BROWN, et al., 2005). No entanto, nosso estudo não 

avaliou vias de morte celular. 

 Os animais 3M foram caracterizados quanto à função cardíaca por 

ecocardiografia; esses animais não apresentaram diferença estatista nos parâmetros 

de morfologicos e de função do coração. Ao realizar o protocolo de I-R por constricção 

do ramo descendente da arteria coronária, esses animais apresentaram diferença 

estatistica frente à área infartada, demonstrando o papel cardioprotetor do NF-kB no 

IAM (BROWN, et al., 2005). É importante destacar que a inativação do NF-kB nesses 

animais está presente desde o nascimento, o que pode resultar em uma adaptação 

ao longo do tempo. 

A técnica de langendorff é uma tecnica sensível e que requer uma habilidade 

fina muito especifica, principalmente quando realizada em camundongos. Essa 

técnica apresenta grande importância para compreensão de respostas isoladas 

quanto à mecânica cardíaca, bem como, respostas imediatas frente a algum estímulo, 

seja ele, farmacológico, lesão de isquemia-reperfusão ou apenas função fisiológica. 

Como descrito anteriormente, a função cardíaca sofre influência de diversos fatores: 

mecânicos, neurais e/ou humorais. Esse modelo de coração isolado permite a análise 

do coração sem estímulos extrínsicos. Visto isso, evidencia-se a importância da 

comprovação do bom funcionamento desse equipamento, antes da realização dos 

nossos experimentos. Neste sentido, realizamos previamente um teste de 

sensibilidade no equipamento, utilizando agonista beta-adrenergico (isoproterenol), 

de forma aguda, e foi possível observar disfunção cardíaca acompanhada de aumento 

da frequência cardíaca, conforme esperado (dados não publicados). 

Durante um período de aumento de demanda cardíaca, o coração busca 

estratégias de compesação para a manutenção da homeostase, dentre esses 

mecanismos de compensação, a frequencia cardíaca exerce um papel fundamental, 

nosso estudo demonstrou o aumento da frequencia cardíaca no período de 

estabilização nos animais do grupo selvagem tratado com T3, como já foi 

demonstrado anteriormente em ratos e em camundongos (PANTOS, et al., 2005; 

TAVARES, et al., 2013; SILVA, et al., 2016). No entanto, o grupo com 3M hipertiroideo 

não apresentou essa característica no período de estabilização, apresentando assim, 
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uma possível participação de vias relacionadas a ativação do NF-kB com a frequencia 

cardíaca, nós investigamos a expressão gênica e protêica dos receptores Beta-

adrenergicos do tipo 1 e 2, não apresentaram diferença significantes entre os grupos. 

Curiosamente, após a isquemia global, os animais selvagens tratados com T3 

retornaram a similaridade na porcentagem de recuperação com seu grupo controle, 

no entanto, o grupo 3M hipertiroideo apresentaram um aumento na freequencia 

cardíaca no periodo de reperfusão, com isso, reforça ainda mais a participação do NF-

kB no cronotropismo cardíaco. Diversos estudos têm apontado para a possível 

participação do cálcio na recuperação pós-injúria isquêmica (ZHANG, et al., 2005; 

ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2011). A lesão cardíaca secundária à sobrecarga 

intracelular de Ca2+ tem sido indiretamente atribuída ao aumento da produção de TNF 

e consequentemente a ativação do NF-κB, no entanto, ainda não foi estabelecida uma 

relação direta entre ativação de NF-kB e o transiente de calcio intracelular, o que se 

tem são relações indiretas que demonstraram a influência do NF-κB na manutenção 

do cálcio em cardiomiócitos (ZHANG, et al., 2005; ZHANG, et al., 2013). 

A utilização de um sistema de Langendorff que apresenta a possibilidade da 

manutenção do fluxo constante possibilita a análise do remodelamento das artérias 

coronárias, Nosso estudo não apresentou diferença estatística frente a pressão de 

perfusão, seja nos animais controles ou nos animais tratados com T3, independente 

da ativação ou não do NF-kB, nosso grupo já demonstrou que o tratamento com T3 

em ratos e em camundongos selvagens diminui a presão de perfusão no período de 

estabilização, devido a ação vasodilatadora dos HT dependentes e independentes do 

endotélio vascular (TAVARES, et al., 2013; SILVA, et al., 2016). 

Ainda não se sabe qual o papel do NF-kB nas doenças cardiovasculares, e se 

a associação com outras estratégias farmacológicas podem previnir ou reestabelecer 

os parâmetros de homeostase cardiovascular. Nosso estudo objetivou analisar os 

parâmetros de função cardíaca em coração isolado, sem a interferência de qualquer 

outro estímulo. No entanto, para que haja a melhor compreensão dos dados 

encontrados, faz-se necessário a realização de estudos de vias de morte celular, 

deposição de colágeno e acompanhamento de função cardiovascular in vivo, visto 

que, o NF-kB é um fator de trancrição ubíquo e pleiotrópico, podendo assim 

desempenhar ações determinantes para a função cardíaca através de outros fatores 

que atuam direta ou indiretamente nos parâmetros de funcionais do coração, como 

por exemplo o SNA e o equilibrio iônico. 
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6 CONCLUSÃO 
  

Com base nos resultados obtidos e descritos neste estudo foi possível concluir 

que a inativação específica do NF-kB no cardiomiócito mantem os parâmetros de 

função cardíaca sem alteração, mesmo após o estimulo com elevados níveis de T3. 

No entanto, curiosamente, após infjúria de isquemia-reperfusão, os animais com 

bloqueio do NF-kB no cardiomiócito apresentam aumento do cronotropismo cardíaco, 

o que poderá vir a ser futuro objeto de estudo. 
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