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Resumo 
 

 

 

Na literatura é demonstrado que altos níveis de expressão de HIF-1α no CM 

humano estão relacionados à carcinogênese mamária e modificações moleculares decorrentes 

do processo de vascularização tumoral. Em trabalhos prévios do nosso grupo, demonstramos 

que a expressão de TGFα encontra-se aumentada nos tratamentos com T3, no entanto essa 

expressão não ocorre em modelos celulares que não apresentem o receptor de estrógeno ou 

quando as células são concomitantemente tratadas com antiestrogênio Tamoxifen. O objetivo 

do presente estudo é determinar a ação do hormônio T3 via extra-nuclear para a expressão dos 

genes HIF-1α e TGFα em linhagem celular de adenocarcinoma de mama MCF-7. A linhagem 

celular foi submetida ao tratamento com 10-8M de T3 nos tempos de 10’, 30’, 1h e 4h, na 

presença ou ausência dos inibidores Fulvestrant - inibidor de ER, Actinomicina D - inibidor 

da expressão gênica, Ciclohexamida - inibidor da síntese protéica, e LY294002 - inibidor da 

via PI3K. O mRNA de HIF-1α e TGFα foi analisado pela técnica de RT-PCR. Para a análise 

dos dados foi utilizado ANOVA complementado com teste de Tukey e adotado significância 

mínima de 5%. O presente trabalho confirma que a expressão gênica de HIF-1α e TGFα estão 

aumentadas na presença T3 nas células MCF-7 e em todos os tempos estudados. Ocorreu uma 

diminuição na expressão gênica de HIF-1α quando T3 está associado ao inibidor da 

transcrição gênica, no entanto para o gene TGFα a expressão gênica foi diminuída no tempo 

de 10’, porém, o contrário foi observado a partir de 30’ onde não houve diferença estatística 

com a inibição da transcrição gênica. Além disso, podemos sugerir que a ação de T3 sobre a 

expressão desses genes ocorre de forma indireta. A ativação da via PI3K pelo T3 é necessária 

para a modulação desses genes na linhagem estudada. 

 

 

 

 

Palavras-chave: Hormônio Tireoidiano, Câncer de mama, HIF-1α, TGFα e PI3K. 
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Abstract 

 

 

 

In the literature it has been demonstrated that high levels of expression of HIF-1α 

in human BC are related to mammary carcinogenesis and molecular changes resulting from 

the tumor vascularization process. In previous work from our group, we showed that the 

TGFα expression is increased upon treatments with T3, but this increase does not occur in 

cellular models devoid of the estrogen receptor or when the cells are concomitantly treated 

with the antiestrogen compound Tamoxifen. The objective of this study is to determine the 

extranuclear action of T3 hormone on HIF-1α and TGFα expression in MCF7 breast 

adenocarcinoma cell line. The cells were subjected to treatment with 10-8M T3 for 10', 30', 1h 

and 4h in the presence or absence of inhibitors Fulvestrant- ER inhibitor-, Actinomycin D - 

gene expression inhibitor -, cyclohexamide - protein synthesis inhibitor-, and LY294002 - 

PI3K inhibitor. The HIF-1α and TGFα mRNA expressions were analyzed by RT-PCR. For 

data analysis we used ANOVA complemented with Tukey test and adopted minimum 5% 

significance. The present study confirms that the gene expressions of HIF-1α and TGFα are 

increased in the presence of T3 in MCF-7 cells at all times studied. T3 represses HIF-1α at all 

time points assessed after inhibition of transcription, though for TGFα this effect was 

observed only at 10’, after what no significant difference in its expression was detected, with 

inhibition of transcription. Furthermore, we suggest that the action of T3 on the expression of 

these genes occurs indirectly and occurs through activation of PI3K pathway, in the cell line 

studied. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Thyroid hormone, breast cancer, HIF-1α, TGFα and PI3K. 
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1. INTRODUÇÃO  
 
 
 

Apesar do expressivo avanço no diagnóstico e tratamento, o câncer de mama 

(CM) ainda representa um desafio importante e permanente para os responsáveis em saúde 

pública. As estatísticas de CM indicam um aumento alarmante nos últimos anos(1), onde cerca 

de 1,38 milhões de mulheres são diagnosticadas com câncer de mama e 458,503 mil morrem 

da doença a cada ano(2). No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para 

os anos de 2014 e 2015, é de aproximadamente 57.120, casos novos de câncer de mama em 

mulheres(3). O crescimento e o desenvolvimento de muitos cânceres humanos, incluindo o 

CM, são conhecidos por serem influenciados por hormônios esteróides(4,5). A responsividade 

anormal das células, especialmente ao hormônio estrogênio (E2) tem sido uma das principais 

causas de desenvolvimento e progressão do carcinoma mamário(6,7). 

Os hormônios tireoidianos (HT) têm sido propostos por influenciar o 

desenvolvimento de CM(8). A Triiodotironina (T3), em estudos laboratoriais, tem demonstrado 

capacidade em aumentar a proliferação de células cancerosas na presença de ER positivo, 

induzindo a expressão de genes normalmente estimulados por E2. Contudo, estudos 

epidemiológicos ainda são contraditórios em relação a sua influência no CM(9-14). O 

envolvimento dos HT no desenvolvimento e diferenciação do tecido mamário normal é bem 

estabelecido(15-17), enquanto estudos epidemiológicos e experimentais, que têm associado 

patologias da tireoide com um risco aumentado de CM, são controversos nessa condição(11-

13,18-23). O T3 estimula a proliferação de uma variedade de células não malignas(23-25), incluindo 

células de mama(26) e da tireóide(27). 

Considerando-se os dados de influência do HT em carcinomas mamário, 

somando-se trabalhos do nosso grupo observamos uma maior freqüência de hipertireoidismo 

em pacientes menopausadas portadoras de câncer de mama(14,28,29).  
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Muitos tumores induzem a transcrição de uma série de genes relacionados à 

angiogênese, entre eles o fator indutor de hipóxia (HIF-1) e o fator de crescimento 

transformante subunidade alfa (TGFα). O HIF-1 induz a tradução de genes relacionados à 

angiogênese, favorecendo esta via de carcinogênese(30). Sabe-se ainda que a produção de 

TGFα é em parte controlada por HIF
(31), encontrando-se constitucionalmente ativa em células 

de carcinoma de células renais, conforme demonstrado por Gunaratnam et al.(32). Nesse 

estudo, utilizando a linhagem celular 786-0, demonstrou-se que a ativação de HIF está 

estreitamente relacionada ao aumento dos níveis de mRNA para TGFα e ao crescimento 

celular soro-independente(32). 

Estudos anteriores demonstraram que a superexpressão de HIF-1 e TGFα está 

positivamente relacionada com a agressividade do tumor e com a progressão maligna em 

neoplasias humanas(33-35). 

O HIF-1 é um fator heterodímero (fator de transcrição nuclear) que regula a 

transcrição dos elementos responsivos a hipóxia (HRE). Quando falta oxigênio nos tecidos, o 

HIF-1 medeia a sobrevivência celular através da ativação transcricional de genes que 

auxiliam manutenção da homeostase celular(36-39). Esse fator é composto por duas 

subunidades, a alfa (α) e a beta (β), ambas membros de uma família de proteínas (bHLH). A 

subunidade α é a funcional, regulada pelo oxigênio e apresenta 3 tipos diferentes de unidades 

(1α, 2α e 3α)(40). Já a β, é constitutiva, mantida em níveis constantes de expressão, 

independente da concentração de oxigênio(41,42).  

O fator indutor de hipóxia 1 subunidade alfa (HIF-1α) está localizado no 

cromossomo 14q21-q24 contendo quinze éxons,(43) possui 2.478 pares de base e a proteína 

consiste de 826 aminoácidos, com uma massa molecular que varia de 104 kDa a 116 kDa(44). 

A proteína HIF-1α  em normóxia é rapidamente degradada(45), quando em 

hipóxia, esta se torna estável e se desloca do citoplasma para o núcleo da célula, onde 
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dimeriza com a subunidade β, formando o complexo ativado HIF-1, que induz a expressão de 

genes-alvo(46,47). Por esse motivo, a unidade α do HIF-1 funciona como regulador de níveis de 

oxigênio(48). Uma das funções do fator HIF-1 é a indução da transcrição da proteína, fator de 

crescimento do endotélio vascular (VEGF)(49,50). O VEGF, por sua vez, estimula o 

recrutamento de células endoteliais para a formação de novos capilares que aumentam a 

capacidade de transporte do oxigênio para áreas em hipóxia, em um processo denominado 

angiogênese(39). Os genes-alvo da ação do fator HIF-1α são particularmente relevantes na 

codificação de fatores angiogênicos, fatores de proliferação e de sobrevivência celular, além 

de transportadores de glicose e de enzimas glicolíticas, aumentando a disponibilidade de 

oxigênio(51,39).  

Um estudo realizado por Zong et al.(52), mostrou que a proteína HIF-1α é 

superexpressa em vários tumores humanos (cólon, mama, estômago, pulmão, pele, ovário, 

próstata, renal e carcinomas pancreáticos) quando comparado com tecidos normais, sendo 

também mais pronunciada em lesões pré-malignas do que em lesões benignas(52). Esses 

resultados enfatizam que HIF-1α desempenha um papel importante no crescimento do tumor 

e na progressão a metástase. Sua atuação como um potente ativador da angiogênese ocorre 

pela estimulação da produção de VEGF e de muitos outros fatores que iniciam a proliferação 

das células endoteliais, invasão e migração(53). Assim, HIF-1α é uma subunidade induzível do 

fator de transcrição heterodimérico HIF-1 que inicia um papel chave na adaptação 

patofisiológica das células do tumor(54). A superexpressão de HIF-1α pode representar um 

evento precoce na carcinogênese, sugerindo seu potencial como biomarcador de lesões pré-

cancerosas(55), o que o torna um alvo promissor para a terapia anticâncer(56,57). A regulação de 

genes envolvidos na progressão do tumor, angiogênese e vasodilatação por HIF-1α sugerem 

que a inibição da ligação destes ao DNA pode ter um potencial clínico(58). 
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O gene TGFα é um fator de crescimento característico dos mamíferos que podem 

ser afetados pela dieta e hormônios. Ele está localizado no cromossomo 2p13, compreende 80 

quilobases de DNA genômico e possui seis éxons(59,60). Esse peptídeo foi descrito pela 

primeira vez em 1978, em um meio de cultura de fibroblastos transformados por vírus 

sarcoma. A adição desse meio parcialmente purificado a fibroblastos normais causou o 

surgimento reversível do fenótipo maligno (transformado) e, por isso, foi denominado fator de 

crescimento transformante. Descobriu-se posteriormente que essa atividade transformadora 

era promovida por duas proteínas distintas, o TGFα e o fator de crescimento transformante 

beta (TGFβ). Mais tarde, o TGFα foi identificado como uma molécula com atividade 

semelhante à do fator de crescimento epidérmico (EGF)(60). 

O TGFα é produzido por uma variedade de células, primariamente de origem 

ectodérmica, e pode interagir com o receptor do EGF e induzir respostas durante o contato 

celular(61). Sua expressão ocorre em diversos tecidos desde a embriogênese até a fase 

adulta(62). Esse fator de crescimento é sintetizado sob a forma de uma molécula precursora 

ligada a membrana plasmática, na qual estão presentes: um peptídeo sinal, uma sequência de 

50 aminoácidos relativa à molécula madura, uma região transmembrana e uma região 

intracelular(63). Têm sido descrito como um fator produzido por células tumorais secretado por 

muitos tumores(64), podendo ocorrer sua superexpressão durante a progressão maligna(35). 

Em trabalhos prévios nós demonstramos que a expressão de TGFα encontra-se 

aumentada nos tratamentos com T3 e E2, no entanto essa expressão não ocorre em modelos 

celulares que não apresentem o receptor de estrógeno ou quando as células são 

concomitantemente tratadas com antiestrogênio Tamoxifen(65). Em culturas primárias não 

observamos o efeito inibitório do Tamoxifen sobre TGFα
(66) e ainda não há relatos da 

expressão desse gene no tratamento com T3 e ICI, ou sobre qual via ativa a expressão desse 

gene durante esses tratamentos. 
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Embora o T3 exerça muitas ações pela regulação genômica clássica da transcrição 

gênica, um número de efeitos do T3 ocorre rapidamente e não são afetados por inibidores da 

transcrição e da síntese protéica (Figura 1)(67-69). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Representação esquemática de ação celular clássica dos hormônios tireoidianos. 

 
 
 

A via de sinalização dos HT é complexa e altamente regulada devido à expressão 

de transportadores específicos dos HT, presença de múltiplas isoformas de receptores de HT 

(TRs) em células e tecidos e também devido às interações que ocorrem entre esses 

mediadores(70,71). Além disso, em muitos casos, as vias de sinalização da tireoide estão 

envolvidas em cross-talk com uma variedade de outras vias de sinalização(72,73). 

Sabe-se que os HT podem agir por outros mecanismos além da ação clássica TR/ 

elementos responsivos aos HT (TRE)(74), mecanismos estes que podem ser chamados de ação 

não clássica ou não-genômica (Figura 2). 
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Figura 2. Representação esquemática de ações celulares não clássicas dos hormônios tireoidianos. 1) Ações de 
HT via integrina αvβ3. 2) Ações de HT via TR∆α1. 3) Ações de HT via PI3K. T3, triiodotironina; T4, tiroxina; 
TRα, receptor alfa dos HT; TR∆α1, forma truncada de TRα1; PLC, fosfolipase C; PKCα, proteina quinase C; 
TRβ1, receptor beta dos HT; ERα, receptor alfa do estrógeno; STATs, transdutor de sinal e ativador de 
transcrição; PI3K, fosfatidil inositol 3 quinase; MAPK, proteínas quinases ativadas por mitógenos; ERK1/2, 
quinases reguladas por sinal extracelular; ZAKI-4, gene inibidor de calcineurina; HIF-1α,  gene de fator indutor 
de hipoxia; GLUT1, transportador de glicose 1; NHE, trocador sódio-hidrogênio; Na, sódio; H, hidrogênio; K, 
potássio; ATPase, adenosina trifosfato.  Retirado e modificado de Cheng et al., 2010(70). 

 
 
 
 

Neste tipo de mecanismo, seus locais de iniciação podem estar na membrana 

plasmática, como na ativação da integrina αvβ3, que ativa a ERK1/2 e culmina nas ações 

locais de membrana nos sistemas de transporte de íons, tais como Na+/H+, ou em eventos 

celulares complexos, tais como a proliferação celular, ou no citoplasma. Os HT podem ativar 

a proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) ou PI3K. Consequências da ativação de 

PI3K por T3 incluem transcrição de genes específicos e inserção de Na, K-ATPase da 
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membrana plasmática e da modulação da atividade da ATPase. Estudos utilizando linhagens 

celulares evidenciaram uma mudança na expressão de genes após tratamento com T3, 

dependente da via PI3K(74-76). 

Dentre os genes estimulados pelo tratamento com T3 podemos destacar alguns 

genes relacionados com o metabolismo energético como HIF-1α, transportador de glicose tipo 

1 (GLUT1), fosfofrutoquinase (PFKP) e transportador de monocarboxilato (MCT4)
(77). Todos 

possuem expressão alterada pela via não clássica (extra-nuclear) de ação do HT pela PI3K, 

pois qualquer expressão foi interrompida com o tratamento concomitante de LY294002 

(inibidor da via PI3K). No entanto, somente o HIF-1α teve sua expressão estimulada 

diretamente pelo T3 na via PI3K, pois a associação de um inibidor da síntese protéica como a 

ciclohexamida (CHX) não interrompeu a ação do hormônio. Dessa forma, o CHX mostra-se 

como um importante componente para distinguir ação direta ou indireta do hormônio 

tireoidiano(78) (Figura 3). 
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Figura 3: Indução de HIF-1α, GLUT1 e PFKP pelo T3: Ativação de PI3K no citosol, através da ligação do 
hormônio tireoidiano ao TRβ, aumenta diretamente a expressão de HIF-1α. Este aumento pode ser prevenido 
pela adição do inibidor da PI3K (LY294002). Depois de traduzido, HIF-1α liga-se a elementos de resposta a 
hipoxia (HRE) e induz a expressão de outros genes como PFKP ou GLUT1. Somente esses últimos possuem a 
influência do tratamento com T3 bloqueada pela adição de ciclohexamida (CHX), demonstrando uma ação 
indireta do hormônio tireoidiano para sua expressão(77). 

 
 
 
 

Para este estudo selecionamos a linhagem de células eternizadas de câncer de 

mama MCF-7. As MCF-7 foram isoladas em 1970 de uma mulher caucasiana de 69 anos de 

idade. Na primeira de duas mastectomias, o tecido removido possuía alterações de caráter 

benigno; porém cinco ano mais tarde, durante sua segunda cirurgia, um adenocarcinoma 

maligno foi encontrado(79). Durante a remoção dos nódulos da parede peitoral, uma efusão 

pleural foi descoberta, a partir da qual a linhagem MCF-7 foi derivada. Esta linhagem celular 

possui diversas características de um epitélio mamário diferenciado, incluindo a habilidade de 

processar o estradiol por meio de receptores de estrogênio citoplasmáticos (ER+) e 

capacidade de formação de nódulos(79). Esta linhagem tem morfologia fusiforme e são 

consideradas luminais(80).  
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Essa célula vem sendo utilizada, desde a década de 1980, como modelo de estudo 

para tumores de mama que expressam ERα (principal ER expresso nessa célula) e β e também 

TRα e β(65,81-83). 

De acordo com a literatura os dados de influência do HT em carcinoma mamário e 

trabalho do nosso grupo que observaram em diferentes genes envolvidos em vias extra-

nucleares, juntamente com o fato de análogos dos hormônios tireoidianos exercerem ativação 

da via PI3K(14,66,84), o objetivo do presente estudo foi determinar a ação do hormônio T3 na 

ativação da via PI3K para a expressão dos genes HIF-1α e TGFα em linhagem celular de 

adenocarcinoma de mama MCF-7, nos tempos de 10’, 30’, 1h e 4h de tratamentos, 

verificando especificamente se suas ações mais imediatas (via extra-nuclear) estão 

relacionadas com níveis de expressão gênica. 

 
 
 

2. HIPÓTESE 
 
 
 

O hormônio T3 altera a expressão dos genes HIF-1α e TGFα, por meio da via 

extra-nuclear. 

 
 
 
3. OBJETIVOS 
 
 
3.1 Objetivo Geral 
 
 
 

O objetivo teórico/científico desse projeto foi determinar a ação do hormônio T3 

na ativação da via extra-nuclear para a expressão dos genes HIF-1α e TGFα em linhagem 

celular de adenocarcinoma de mama MCF-7, especificamente verificando se suas ações mais 

imediatas (via extra-nuclear) estão relacionadas com níveis de expressão gênica. 
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3.2 Objetivos específicos 
 
 
 
� Analisar a ação do T3 na expressão gênica de HIF-1α e TGFα em células MCF-7. 

� Verificar se a ação do T3 nos níveis de HIF-1α e TGFα dependem de ER em células 

MCF-7, por meio da administração do inibidor do receptor de ER Fulvestrant (ICI).  

� Avaliar a ação do T3 na expressão gênica de HIF-1α e TGFα após a inibição da 

transcrição em células MCF-7, por meio da administração do inibidor da transcrição 

gênica, Actinomicina D (ACTD). 

� Verificar se ação do T3 sobre o HIF-1α e TGFα é direta ou indireta em células MCF-7, 

por meio da administração do inibidor da tradução proteica, Ciclohexamida (CHX). 

� Averiguar se ação do T3 sobre os níveis de expressão gênica de HIF-1α e TGFα 

dependem da via PI3K, por meio da administração do inibidor da via PI3K, LY294002 

(LY). 

 
 
 
4. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
 
4.1 Reagentes  
 
 
 

RPMI, soro fetal bovino (FBS) e solução de antibiótico-100X foram adquiridos da 

Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA). Actinomicina D (ACTD); ciclohexamida (CHX), 

fulvestrant (ICI), triiodotironina (T3), LY294002 (LY), dimetilsulfóxido (DMSO), hidróxido 

de sódio (NaOH) e Charcoal Stripped FBS  (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA).  
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4.2 Cultura de Células 
 

 
 
A linhagem celular de carcinoma mamário humano MCF-7 foi adquirida no banco 

de células da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) – UNESP, Botucatu.  Escolhemos 

essa linhagem celular por possuir o ERα e β e o TRα e β. Os experimentos foram realizados 

em triplicata. Células MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 1,2g/L 

de NaHCO3, Hepes 10nM, pH 7,4 e 10% de FBS. As células foram mantidas a 37°C em 5% de 

CO2. A troca de meio foi realizada a cada dois dias. Antes de iniciar o tratamento hormonal e 

com os inibidores, o meio foi substituído por meio isento de vermelho de fenol, para eliminar 

todas as fontes hormonais existentes no meio, e as células foram incubadas com 10% de 

Charcoal Stripped FBS. Após a incubação, as células foram tratadas com T3 na dose 10-8M 

durante 10’, 30’, 1h e 4h. Os tratamentos com T3 foram realizados, também, após a incubação 

com os inibidores, ICI (1uM; grupo T3+ICI); ACTD (5,0pg/ml; grupo T3+ACTD); CHX 

(50uM; grupo T3+CHX); LY294002 (50uM; grupo T3+LY). O grupo não tratado recebeu 

apenas 0,1 % de NaOH (diluente de T3) e foi utilizado como controle (C). Os inibidores de 

LY294002 e CHX foram adicionados ao meio 1h antes do tratamento com T3. 

 
 
 

4.3 Tratamentos da linhagem celular 
 

 
 
A linhagem celular foi plaqueada e tratada durante os intervalos de tempo de 10’, 

30’, 1 hora e 4 horas com T3 (10-8M), ICI (1µM), T3 (10-8M) + ICI (1µM), ACTD (5.0 pg/ml); 

T3 (10-8M) + ACTD (5.0 pg/ml); CHX (50µM), T3 (10-8M) + CHX (50µM), LY (50µM) e  T3 

(10-8M) + LY (50µM). Optamos pelo fulvestrant (ICI 182.780), um antagonista do receptor de 

estrógeno de alta afinidade, o primeiro antiestrogênico "puro", sem qualquer atividade 

agonista in vitro e in vivo(85). Outro inibidor utilizado na linhagem foi actinomicina D 
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(ACTD), o primeiro antibiótico que demonstrou ter atividade anticâncer(86), com a capacidade 

de inibir a transcrição, fazendo isso através de ligação ao DNA no complexo de iniciação da 

transcrição e impedimento do alongamento da cadeia de RNA por RNA-polimerase(87). As 

células também foram submetidas ao tratamento com ciclohexamida (CHX), um inibidor da 

biossíntese de proteínas em organismos eucarióticos que exerce o seu efeito através da 

interferência com o passo de tradução na síntese de proteínas (movimento de duas moléculas 

de RNAt e RNAm em relação ao ribossomo), bloqueando assim a tradução da proteína. E por 

último as células foram submetidas ao tratamento com LY294002 (LY), composto químico 

contendo morfolina, um potente inibidor da via fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K)(88). 

 
 
 
4.4 Análise da expressão gênica por RT-PCR  
 
 
 

O RNA total foi extraído a partir de células MCF-7 pelo método do Trizol 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil), de acordo com as instruções do fabricante. O kit High 

Capacity cDNA de transcrição reversa para RT-PCR® (Invitrogen, São Paulo, Brasil) foi 

utilizado para a síntese de 20µl de DNA complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA 

total. Os níveis de HIF-1α (Hs00153153_m1, Applied Biosystems) e TGFα 

(Hs00608187_m1, Applied Biosystems) foram determinados por RT-qPCR. As medições 

quantitativas foram realizadas no sistema de detecção "Applied Biosystems StepOne Plus" 

utilizando o kit comercial TaqMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo com as 

instruções do fabricante. As condições de amplificação foram como se segue: ativação da 

enzima a 50°C durante 2’, desnaturação a 95°C durante 10’, os produtos de cDNA foram 

amplificadas durante 40 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15’’ e a extensão a 60°C 

durante 1’. Todas as análises foram realizadas em duplicata. A expressão gênica foi 

quantificada em relação aos valores do grupo Controle, após normalização por um controle 
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interno, o gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Hs02758991_g1), pelo método 2 -

∆∆Ct, como descrito anteriormente(89). 

 
 
 

4.5 Análise Estatística 
 
 
 

Para a análise estatística foi utilizado ANOVA complementado com teste de 

Tukey e adotado significância mínima de 5%. Os dados foram expressos em média e desvio 

padrão. 

 
 
 

5. RESULTADOS  
 
 
5.1 Expressão gênica HIF-1α 
 
 
5.1.1 T3 eleva os níveis de expressão de HIF-1α 
 
 

A figura 4 mostra a expressão gênica de HIF-1α em células MCF-7 tratadas com 

T3 nos tempos de 10’, 30’, 1h e 4h. Os resultados demonstram que o tratamento com T3 

promove um aumento tempo dependente significativo da expressão gênica de HIF-1α em 

todos os tempos de tratamento em células tumorais mamárias. 
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Figura 4. 

 

 

 

Figura 4. Efeitos do T3 sobre a expressão gênica de HIF-1α em células MCF-7. C, Controle. T3, 

Triiodotironina. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas. Dados 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. *p<0,001. 

 
 
 
5.1.2 Efeito do T3 associado ao inibidor Fulvestrant (ICI 182,780) sobre a expressão 

gênica de HIF-1α 

 

 

Para verificar se a ação do T3 sobre a expressão de HIF-1α é dependente de ER 

usamos o ICI 182,780, um inibidor de ER, em todos os tempos de tratamento da linhagem de 

células tumorais mamárias. Podemos observar na figura 5 a) 10’ b) 30’ c) 1h e d) 4h, quando 

comparamos o grupo C em relação ao grupo ICI não foi observada diferença estatística na 

expressão do gene HIF-1α em todos os tempos estudados. Em relação ao bloqueio do ER no 

grupo T3+ICI ocorreu uma diminuição na expressão gênica de HIF-1α quando comparado a 

ação do T3. 
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Figura 5. 

 

 

 

Figura 5. Efeito do T3 associado ao Fulvestrant (ICI) sobre a expressão gênica de HIF-1α em células 

MCF-7. C, Controle. T3, Triiodotironina; ICI, Fulvestrant; T3+ICI, Triiodotironina associada ao Fulvestrant. Os 

tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparação 

com C X T3; ICI e T3 X T3+ICI; T3+ICI X ICI. 

 

 
5.1.3 Efeito da inibição da síntese de RNA com Actinomicina D (ACTD) sobre os efeitos 

do T3 na expressão de HIF-1α 

 

Para determinar se a ação do T3 sobre a expressão de HIF-1α é dependente da 

expressão gênica usamos o ACTD, um inibidor da síntese de mRNA, em todos os tempos de 

tratamento da linhagem de células tumorais mamárias. Quando comparamos o grupo C em 
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relação ao grupo ACTD não foi observada diferença estatística na expressão do gene HIF-1α 

em todos os tempos estudados. Foi observado que os níveis de HIF-1α estão aumentados no 

grupo T3+ACTD, quando comparado ao grupo ACTD no tempo de 10’, nos demais tempos 

não houve diferença estatística, como mostra a figura 6. Quando comparamos o grupo T3 com 

o grupo T3+ACTD observamos uma diminuição mRNA de HIF-1α que foi causada pelo 

bloqueio da transcrição por ACTD em associação ao hormônio em todos os tempos 

estudados, mostrando necessidade da transcrição gênica para que ocorra ação do T3. 

 

Figura 6. 

 

 

 

Figura 6. Efeito do T3 associado a Actinomicina D (ACTD) sobre a expressão gênica de HIF-1α em células 

MCF-7. C, Controle; T3, Triiodotironina; ACTD, Actinomicina D; T3+ACTD, Triiodotironina associada à 

Actinomicina D. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 

horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de 

Tukey.  Comparação com C X T3; ACTD e T3 X T3+ ACTD; T3+ ACTD X ACTD. 
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5.1.4 Efeito da inibição da síntese proteica com Ciclohexamida (CHX) na ação do T3 

sobre a expressão gênica de HIF-1α  

 

Para determinar a necessidade da síntese de proteínas para a regulação pelo T3 dos 

níveis de mRNA de HIF-1α a linhagem de células tumorais mamárias foi incubada na 

presença ou ausência de T3, com ou sem CHX nos tempos 10’, 30’, 1h e 4h. Quando 

comparados o grupo C em relação ao grupo CHX não foi observada diferença estatística na 

expressão do gene HIF-1α em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu com a 

comparação entre o grupo CHX em relação a T3+CHX, não apresentando diferença nos níveis 

de expressão gênica de HIF-1α. A figura 7 mostra o efeito da associação da CHX ao T3 

(grupo T3+CHX) quando comparado ao grupo T3. Observou-se que a CHX diminui a ação do 

T3, levando a diminuição dos níveis de HIF-1α no tratamento T3+CHX, quando comparado 

com o aumento acarretado pela incubação apenas com T3.  

 

Figura 7. 
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Figura 7. Efeito do T3 associado a Ciclohexamida (CHX) sobre a expressão gênica de HIF-1α em células 

MCF-7. C, Controle; T3, Triiodotironina; CHX, Ciclohexamida; T3+CHX, Triiodotironina associada à 

Ciclohexamida. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 

horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de 

Tukey. Comparação com C X T3; CHX e T3 X T3+CHX; T3+CHX X CHX. 

 
 
 
5.1.5 Efeito da inibição da via PI3K com LY294002 (LY) na ação do T3 sobre a 

expressão gênica de HIF-1α   

 
 

Para determinar a necessidade da ativação da via PI3K para a regulação pelo T3 

dos níveis de expressão gênica de HIF-1α, as células tumorais mamárias, MCF-7, foram 

incubadas na presença ou ausência de T3 e com ou sem LY nos tempos 10’, 30’, 1h e 4h. 

Quando comparamos o grupo C em relação ao grupo LY não foi observada diferença 

estatística na expressão do gene HIF-1α em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu 

quando comparamos os níveis de HIF-1α do grupo T3+LY, quando comparado ao LY, em 

todos os tempos. Como mostra a figura 8, ocorreu uma diminuição na expressão gênica de 

HIF-1α em todos os tempos estudados. 
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Figura 8. 

 

 

 
 
Figura 8. Efeito do T3 associado à LY294002 (LY) sobre a expressão gênica de HIF-1α em células MCF-7. 

C, Controle; T3, Triiodotironina; LY, inibidor da via PI3K; T3+LY, Triiodotironina associada à LY294002. Os 

tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparação 

com C X T3; LY e T3 X T3+ LY; T3+ LY X LY. 

 

 

5.2 Expressão gênica TGFα 

 
 
5.2.1 T3 eleva os níveis de expressão de TGFα 

 
 
 

A figura 9 mostra a expressão gênica de TGFα em células MCF-7 que foram 

tratadas com T3 nos tempos de 10’, 30’, 1h e 4h. Os resultados demonstram que o tratamento 
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com T3 promove um aumento significativo da expressão gênica de TGFα em todos os tempos 

de tratamento em células tumorais mamárias. 

 

Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efeitos do T3 sobre a expressão gênica de TGFα em células MCF-7. C, Controle. T3, 

Triiodotironina. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas. 

Dados expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. 

*p<0,001. 

 

5.2.2 Efeito do T3 associado ao inibidor Fulvestrant (ICI 182,780) sobre a expressão 

gênica de TGFα 

 

Para verificar se a ação do T3 sobre a expressão de TGFα é dependente de ER 

usamos o ICI 182,780, um inibidor de ER, em todos os tempos de tratamento na linhagem de 

células tumorais mamárias. Quando comparamos o grupo C em relação ao grupo ICI não foi 

observada diferença estatística na expressão do gene TGFα em todos os tempos estudados. 
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Foi observado que nos níveis de TGFα não houve diferença estatística no grupo T3+ICI, 

quando comparado ao grupo ICI, no tempo de 10’, no entanto nos demais tempos os níveis de 

TGFα estão aumentados como demonstrado pela diferença estatística, figura 10 a) 10’. Essa 

diminuição de mRNA de TGFα foi causada pelo bloqueio da transcrição por ICI, 

demonstrando que quando comparamos o grupo T3+ICI em relação ao grupo T3 mostra que o 

T3 tem a necessidade da transcrição gênica para que ocorra aumento do mRNA de TGFα. 

Figura 10.  

 

 
 

 

Figura 10. Efeito do T3 associado ao Fulvestrant (ICI) sobre a expressão gênica de TGFα em células MCF-7. 

C, Controle. T3, Triiodotironina; ICI, Fulvestrant; T3+ICI, Triiodotironina associada ao Fulvestrant. Os 

tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparação 

com C X T3; ICI e T3 X T3+ICI; T3+ICI X ICI. 
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5.2.3 Efeito da inibição da síntese de RNA com Actinomicina D (ACTD) sobre os efeitos 

do T3 na expressão de TGFα 

 

Para determinar se a ação do T3 sobre a expressão de TGFα é dependente da 

expressão gênica usamos o ACTD, um inibidor da síntese de mRNA, em todos os tempos de 

tratamento da linhagem de células tumorais mamárias. Quando comparamos o grupo C em 

relação ao grupo ACTD não foi observada diferença estatística na expressão do gene TGFα 

em todos os tempos estudados. Foi observado que os níveis de TGFα estão aumentados no 

grupo T3+ACTD, quando comparado ao grupo ACTD, em todos os tempos, como mostra a 

figura 11. Para comparação do grupo T3 com o grupo T3+ACTD, podemos observar na figura 

11 a) 10’, ocorreu uma diminuição da expressão de TGFα quando associamos o inibidor ao 

hormônio. Porém, o contrário é observado a partir de 30’, como mostra na figura 11b, 11c e 

11d, onde não houve diferença estatística nos níveis de TGFα para essa comparação. 

 

Figura 11. 
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Figura 11. Efeito do T3 associado a Actinomicina D (ACTD) sobre a expressão gênica de TGFα em células 

MCF-7. C, Controle; T3, Triiodotironina; ACTD, Actinomicina D; T3+ACTD, Triiodotironina associada à 

Actinomicina D. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 

horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de 

Tukey.  Comparação com C X T3; ACTD e T3 X T3+ ACTD; T3+ ACTD X ACTD. 

 

 

5.2.4 Efeito da inibição da síntese proteica com Ciclohexamida (CHX) na ação do T3 

sobre a expressão gênica de TGFα  

 

Para determinar a necessidade da síntese de proteínas para a regulação pelo T3 dos 

níveis de mRNA de TGFα a linhagem de células tumorais mamárias foi incubada na presença 

ou ausência de T3, com ou sem CHX nos tempos 10’, 30’, 1h e 4h. Quando comparamos o 

grupo C em relação ao grupo CHX não foi observada diferença estatística na expressão do 

gene TGFα em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu com a comparação entre o grupo 

CHX em relação a T3+CHX, não apresentando diferença nos níveis de expressão gênica de 

TGFα nos tempos de 10’ e 30’, pois nos tempos de 1h e 4h para essa comparação os níveis de 

expressão gênica de TGFα foram aumentados. A figura 12 mostra o grupo T3+CHX quando 

comparado ao grupo T3, observou-se que a CHX diminui a ação do T3, acarretando a 

diminuição dos níveis de TGFα em T3+CHX, quando comparado com o aumento acarretado 

pela incubação apenas com T3.  
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Figura 12. 

 

 

 

Figura 12. Efeito do T3 associado a Ciclohexamida (CHX) sobre a expressão gênica de TGFα em células 

MCF-7. C, Controle; T3, Triiodotironina; CHX, Ciclohexamida; T3+CHX, Triiodotironina associada à 

Ciclohexamida. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 

horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de 

Tukey. Comparação com C X T3; CHX e T3 X T3+CHX; T3+CHX X CHX. 

 

 

 

5.2.5 Efeito da inibição da via PI3K com LY294002 (LY) na ação do T3 sobre a 

expressão gênica de TGFα. 

 

 

Para determinar a necessidade da ativação da via PI3K para a regulação pelo T3 

dos níveis de expressão gênica de TGFα, as células tumorais mamárias, MCF-7, foram 

incubadas na presença ou ausência de T3 e com ou sem LY nos tempos 10’, 30’, 1h e 4h. 
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Quando comparamos o grupo C em relação ao grupo LY não foi observada diferença 

estatística na expressão do gene TGFα em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu 

quando observado o grupo T3+LY, quando comparado ao grupo LY. Como mostra a figura 

13, ocorreu uma diminuição na expressão gênica de TGFα no grupo T3+LY, quando 

comparado ao T3. 

 

Figura 13. 

 

 

 

 

Figura 13. Efeito do T3 associado à LY294002 (LY) sobre a expressão gênica de TGFα em células MCF-7. C, 

Controle; T3, Triiodotironina; LY, inibidor da via PI3K; T3+LY, Triiodotironina associada à LY294002. Os 

tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados 

expressos em média e desvio-padrão. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparação 

com C X T3; LY e T3 X T3+ LY; T3+ LY X LY. 
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6. DISCUSSÃO 
 
 
 

A hipóxia celular e estresse metabólico têm sido observados em muitos tipos de 

câncer. HIF-1α é considerado um regulador central de homeostase de oxigênio. Estudos 

anteriores indicaram que HIF-1α é superexpresso em muitos tipos de câncer principalmente o 

CM, ao passo que as proteínas HIF medeiam adaptação a hipóxia celular(90,91,52). Altos níveis 

de expressão de HIF-1α no CM humano estão relacionados à carcinogênese mamária e 

modificações moleculares decorrentes do processo de vascularização tumoral. Além do HIF-

1α, o TGFα também é secretado por muitos tumores e possui propriedades angiogênicas(64). A 

ação desse fator e a interação entre as células epiteliais neoplásicas e as células do estroma 

têm sido extremamente reconhecidas nos últimos anos(64,92,93).  Os fatores EGF e TGFα ligam-

se a um mesmo receptor (receptor do fator de crescimento epitelial) e são potentes indutores 

de mitoses durante o desenvolvimento da mama(94). 

Os HT desempenham um papel importante na homeostase e é o principal 

regulador da atividade mitocondrial. Um estudo realizado por Wrutniak-Cabello et al.(69), 

indicou que T3 também pode influenciar atividades físicas mitocondriais por ativação de vias 

citoplásmicas(69). O aumento da expressão de HIF-1 induzida por T3 foi observada em 

linhagens celulares de hepatoma e fibroblastos primários. No entanto, o mecanismo de ação 

permanece não esclarecido(95,77). A identificação de uma sinalização explicando a relação 

entre ação do T3 na expressão de HIF-1α e células de câncer é necessária. 

Estudos descrevem a dependência do efeito proliferativo que os HT(26) em células 

de CM com o ER positivo, demonstrando a capacidade do T3 em aumentar a proliferação 

dessas células na presença desse receptor, induzindo a expressão de genes normalmente 

estimulados por E2 tais como receptor de progesterona (PgR), TGFα e TGFβ-1
(84,96).   
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Estudos anteriores indicaram que as funções celulares de T3 promovem a 

expressão de genes por meio da ligação ao seu receptor nuclear(97). Por outro lado, estudos 

recentes sugeriram que as vias de cascatas citosólicas também são responsáveis pela ação do 

T3
(77,98).  

O presente estudo confirma a ação do T3 sobre células de câncer de mama (MCF-

7), demonstrando um aumento da expressão gênica de HIF-1α e TGFα pelo T3, em diferentes 

tempos de tratamento (Fig.3 e Fig.8). Esses resultados vêm de acordo com estudos que 

demonstram o aumento da expressão gênica de diferentes genes tais como, amphiregulin 

(AREG) em células de adenocarcinoma mamário MCF-7
(78)

, leptina em células de adipócitos 

3T3-L1(99) e HIF-1α em células de fibroblastos humanos(77), quando tratados com T3. Assim, 

constatamos que o T3 também age sobre a transcrição de HIF-1α e TGFα em curtos e longos 

períodos de tempo. 

Como podemos observar nos resultados apresentados, quando comparamos o 

grupo C em relação a todos os inibidores não houve diferença estatística na expressão dos 

genes HIF-1α e TGFα, mostrando que os inibidores foram aos níveis do controle em células 

tumorais mamárias em todos os tempos estudados. 

O T3 mimetiza os efeitos do E2 na linhagem de câncer de mama de células MCF-7 

que possuem o ER positivo(65). Com intuito de avaliar se o T3 modula a expressão de HIF-1α 

e TGFα por meio de ER, bloqueamos o ER com o uso de antagonista do receptor de 

estrogênio, Fulvestrant (ICI 182,780). Diferentemente de outros fármacos que possuem como 

alvo o ER como, por exemplo, o mais amplamente utilizado Tamoxifen, o ICI 182,780 é um 

fármaco que pertence à classe dos “Seletive estrogen receptor down-regulators” (SERD). É 

um análogo do estradiol com uma cadeia 7α-alkylamide da porção esteróide da molécula que 

apresenta um efeito antagonista a este hormônio, com recentes estudos na literatura 

classificando-o como novo mecanismo de ação antagonista ao ER(100).  
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Poucos trabalhos na literatura tratam do mecanismo de ação dos hormônios 

tireoidianos em células de carcinoma mamário, mas alguns grupos já demonstraram que os 

hormônios tireoidianos são capazes de levar à fosforilação de ERα com consequente indução 

da via MAPK, podendo destacar o efeito inibitório do ICI sobre a captação de timidina 

estimulada pelo hormônio tireoidiano em células de câncer de mama MCF-7(26). 

O bloqueio do ER com ICI 182,780 no presente estudo alterou a ação do T3 sobre 

os genes HIF-1α e TGFα nas células MCF-7. Com o bloqueio do ER e posterior adição de T3 

(T3+ICI), observa-se diminuição na expressão de HIF-1α e TGFα, caracterizando a 

necessidade desse receptor para ação do T3. Estudo realizado por Marchiori et al.(101) mostrou 

que células MCF-7 expostas ao 17β-E2 apresentaram um aumento de 2,0 vezes ou mais na 

expressão do PHLDA1 (domínio homólogo à pleckstrina, família A, membro 1) sendo que o 

tratamento destas células com ICI inibe completamente este efeito(101). Isso demonstra a 

necessidade do ER para ação do E2 sobre o gene PHLDA1, o que vem de encontro com o 

nosso trabalho visto que na presença do T3 os genes HIF-1α e TGFα estão aumentados, porém 

na inibição do ER esse aumento é diminuído demonstrando, não exclusivamente, a ação do T3 

por meio de ER, podendo esse mimetizar ações do E2. 

Nosso próximo passo foi verificar a ação do T3 na manutenção do mRNA de HIF-

1α e TGFα  utilizando o Actinomicina D (ACTD). ACTD é um inibidor de transcrição geral 

com atividade anticancerígena, e está aprovado para o tratamento de sarcomas de Wilms, 

células germinativas e tumor trofoblástico(102,103). Os dados apresentados na figura 5a, em 10’, 

o bloqueio da transcrição de TGFα encontra-se diminuída quando associado o hormônio ao 

inibidor. A partir de 30’ não houve diferença demonstrando uma estabilidade do mRNA. Este 

fato provavelmente se deve a algum mecanismo da célula que preveniu a degradação protéica 

na presença do inibidor. Nosso resultado vem de acordo com o estudo de Volpato et al.(104) 

que investigou se o aumento no conteúdo de GLUT4, observado nas células  3T3-L1 30’ após 
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a administração do T3, se mantinha mesmo na presença de ACTD. Observou-se que o ACTD 

não preveniu a ação do T3
(104).  

Os mecanismos denominados extra-nucleares podem influenciar potencialmente a 

expressão gênica. O início da via de ação é extra-nuclear, por dependerem de vias 

alternativas, mas as consequências incluem aumento da transcrição(74). Isto demonstra que 

pode haver uma inter-relação entre os eventos nucleares e extra-nucleares dos HT. Ainda sob 

uma ótica de iniciação extra-nuclear, podemos distinguir duas classes de genes alvos da ação 

do T3 pela via PI3K: 1) uma classe de genes induzidos diretamente pela ação dessa via e que 

não necessitam de síntese protéica “a priori” para sofrerem a ação do tratamento com o 

hormônio, denominado em alguns trabalhos como extra-nuclear direta do T3, e 2) uma classe 

de genes cuja expressão altera-se na presença do hormônio, porém dependente da síntese de 

uma proteína específica previamente, denominada como ação extra-nuclear indireta do T3
(77). 

Com intuito de verificar se a ação de T3 foi direta ou indireta sobre a modulação 

dos genes HIF-1α e TGFα, foi utilizado um inibidor da síntese de proteínas, CHX. Observou-

se que o CHX diminui a ação do T3, levando a diminuição dos níveis de HIF-1α e TGFα, 

elevados pelo T3, em todos os tempos de tratamento em células MCF-7 (Fig.6 e Fig.11) 

respectivamente, indicando que os efeitos do T3 sobre estes genes necessitam da síntese de 

proteína prévia e que o T3 age por ação indireta. Estudos realizados por Moeller et al.(77), com 

fibroblastos humanos, demonstram que a ação do T3 sobre HIF-1α é direta, pois na presença 

de CHX a expressão se manteve, não precisando de um gene precursor que traduzisse uma 

proteína que estimularia a expressão do HIF-1α, porém os genes GLUT1, PFKP e MCT4 

tiveram sua expressão diminuída na presença de CHX, caracterizando que o gene precursor 

para modular esses genes indiretamente pelo T3 é o HIF-1α, na linhagem celular estudada por 

eles(77).  
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A via PI3K participa de uma grande variedade de processos celulares, incluindo a 

via intracelular, organização do citoesqueleto, crescimento celular e transformação, e na 

prevenção da apoptose(105,106), além de ter um papel na diferenciação de várias linhagens de 

celulares(107,108). O conceito sobre a ação do HT foi diversificado, incluindo ações extra-

nucleares de T3 e T4. O T3 apresenta-se como um ativador da via PI3K, que conduz a um 

aumento de certos genes, tal como o HIF-1α e o inibidor de calcineurina (ZAKI-4α)
(74,77).    

Trabalhos utilizando linhagens celulares destacam uma alteração de expressão 

gênica após o tratamento com T3, dependente da via PI3K(74-77,99). Dentre os genes 

estimulados pelo tratamento com T3, por meio da via PI3K, podemos destacar alguns genes 

relacionados com o metabolismo energético como HIF-1α, GLUT1, PFKP e MCT4 e 

recentemente estudos de nosso grupo mostraram que a leptina é modulada pelo T3 por meio 

da via PI3K em adipócitos 3T3-L1(99). Todos os resultados possuem expressão alterada pela 

via extra-nuclear de ação do hormônio tireoidiano pela PI3K, pois qualquer expressão foi 

interrompida com o tratamento concomitante de LY294002.  

No presente estudo usamos o inibidor específico da via PI3K, LY294002, para 

determinar a necessidade da ativação da via PI3K para a regulação pelo T3 dos níveis de 

expressão gênica de HIF-1α e TGFα e observamos os níveis da expressão gênica de ambos os 

genes. Como demonstrado em nossos resultados, os níveis da expressão gênica que foram 

aumentados pelo T3, são suprimidos pela presença de LY294002 (Fig.7 e Fig.12) em ambos 

os genes e em todos os tempos de incubação. O uso de inibidores da PI3K como LY 

comprovam que este efeito do HT é dependente da cascata iniciada por PI3K, sugerindo 

fortemente que o aumento da regulação da transcrição dos genes HIF-1α e TGFα é mediado 

pela via PI3K, ativada pelo T3. Moeller et al.(77) demonstraram em seus estudos a ativação da 

via PI3K para modulação do gene HIF-1α pelo T3 em fibroblastos humanos, possivelmente 

independente da linhagem celular a via PI3K é ativada pelo T3 para modulação desse gene. 



44 

 

Cao et al.(98)  descreveram que o T3 interage com a subunidade p85α da PI3K por meio de sua 

ligação ao TRβ no citosol. Essa ligação leva a ativação da PI3K e consequente ativação de 

uma cascata de sinalização compreendendo fosforilação sequencial da proteína quinase b 

(Akt), proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) e seu substrato, a proteína 

ribossomal 70 quinase S6 (p70S6K). Essa sinalização ocorre muito rapidamente, com a 

fosforilação de mTOR ocorrendo em até 10’ após o tratamento com T3
(109). De acordo com 

trabalhos encontrados na literatura algumas ações dos HT são iniciadas e finalizadas no meio 

extra-nuclear e ocorrem por meio da ativação da PI3K, com a fosforilação de proteínas já 

prontas e presentes no citoplasma(110-112). 

Estudos que demonstrem o mecanismo pelo qual os HT podem alterar a expressão 

gênica de determinados genes ligados a proliferação do CM ou de outros tipos de câncer 

oferecerão possibilidades terapêuticas que facilitem o tratamento dessa doença. 

 

 
   7. CONCLUSÃO  
 
 
 

Nosso trabalho confirma que o hormônio T3 age na ativação da via extra-nuclear 

para a expressão dos genes HIF-1α e TGFα em linhagem celular de adenocarcinoma de mama 

MCF-7, especificamente por meio da via PI3K.  

Os dados obtidos apresentam grande potencial de aplicação, já que a identificação 

de novas vias de sinalização e outros mecanismos pelos quais os HT atuam poderão levar ao 

desenvolvimento de drogas, que poderão ativar/bloquear tais vias para promoção de efeitos 

desejáveis/bloqueio de efeitos indesejáveis. 
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