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RESUMO 

 
 
 

KETZER, Luísa Andrea. Transdução de energia e produção de calor pela Ca2+-
ATPase de retículo sarcoplasmático de músculos cardíaco e esquelético. Tese 
(Doutorado em Química Biológica) – Instituto de Bioquímica Médica, Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008. 

 
 
 

 A Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA) é capaz de transportar 
Ca2+ do citoplasma para o lúmen do retículo sarcoplasmático usando a energia 
derivada da hidrólise de ATP. Durante o transporte, a SERCA é capaz de 
interconverter diferentes formas de energia.  Neste trabalho, estudamos os efeitos 
do hormônio tireoideano e da exposição ao frio na taxa de produção de calor pela 
SERCA. Isso foi testado usando vesículas derivadas do retículo sarcoplasmático de 
músculos esquelético e cardíaco de coelhos. Além disso, comparamos a produção 
de calor pela SERCA em músculo esquelético de ratos e coelhos e a capacidade do 
músculo cardíaco em utilizar glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP. 
Verificamos que o hipertireoidismo promoveu um aumento da expressão de SERCA 
2a e da fosforilação de fosfolambam (PLB) no músculo cardíaco, levando a um 
aumento nas taxas de captação de Ca2+ e hidrólise de ATP. O consumo de oxigênio 
cardíaco foi significativamente aumentado nos animais hipertireóideos. No 
hipotireoidismo, observamos uma inibição da SERCA 2 cardíaca promovida pelo 
aumento da expressão de PLB e redução da fosforilação de PLB. A exposição ao 
frio (4°C) por 72 horas levou a alterações semelhantes àquelas observadas no 
hipertireoidismo. Os efeitos detectados em 72 horas de exposição ao frio foram 
revertidos quando a duração de exposição ao frio foi aumentada para 240 horas. O 
hormônio tireoideano e a exposição ao frio não foram capazes de alterar a 
quantidade de calor produzida pela SERCA 2a cardíaca durante a hidrólise de ATP. 
Um aumento da expressão de SERCA 1 e da taxa de produção de calor foi  
detectado em músculo esquelético vermelho de coelhos eutireóideos e 
hipotireóideos expostos a 4°C por 240 horas. A taxa de produção de calor pela 
SERCA 1 de rato foi maior do que a medida em coelhos. Portanto, além do tecido 
adiposo marrom, o músculo esquelético de ratos representa um importante sítio de 
produção de calor que pode ser mobilizado para o controle da termogênese. 
Finalmente, mostrou-se que o músculo cardíaco de ratos e coelhos é capaz de 
utilizar glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP para transportar Ca2+. 
Em conclusão, este trabalho mostra que a adaptação ao frio promoveu diferentes 
modificações na respiração e produção de calor nos músculos cardíaco e 
esquelético de coelhos.   
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ABSTRACT 

 
 The sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase (SERCA) is able to transport Ca2+ 
from the cytosol in to the sarcoplasmic reticulum lumen using the energy derived 
from ATP hydrolysis. During transport, SERCA is able to interconvert different forms 
of energy. In this work, we studied the effects of both, thyroid hormone and cold 
exposure on the rate of heat production by SERCA. This was tested using vesicles 
derived from the sarcoplasmic reticulum of rabbit cardiac and skeletal muscles. In 
addition, we compared the heat production by SERCA in rat and rabbit skeletal 
muscles and the cardiac ability to use glucose 6-phosphate as an ATP regenerating 
system. We verified that hyperthyroidism promoted an increase in SERCA 
expression and phospholamban (PLB) phosphorylation in cardiac muscle, leading to 
an enhancement of Ca2+ uptake and ATP hydrolysis rates. The cardiac oxygen 
consumption was significantly increased in hyperthyroid rabbits. In the 
hypothyroidism we observed and inhibition of cardiac SERCA 2 promoted by an 
increase of PLB expression and reduction of PLB phosphorylation. Cold exposure 
(4°C) for 72 hours led to alterations similar to those observed   in hyperthyroidism. 
The effects detected after 72 h cold exposure were reverted when the duration of 
cold exposure was increased to 240 hours. The thyroid hormone and cold exposure 
were not able to change the amount of heat produced by cardiac SERCA during ATP 
hydrolysis. An increase of SERCA 1 expression and of the rate of heat production 
was detected in red skeletal muscle, in both euthyroid and hypothyroid rabbits 
exposed at 4o C for 240 h. The rate of heat production produced by rat SERCA 1 was 
higher than that measured in rabbits. Therefore, in addition to brown adipose tissue, 
rats skeletal muscle represent an important site of heat production which can be 
mobilized for thermogenesis control. Finally, it is shown that rat and rabbit cardiac 
muscles are able to use glucose 6-phosphate as an ATP regenerating system for 
Ca2+ transport. In conclusion, in this work it is shown that cold adaptation promoted 
different modifications of respiration and heat production in both cardiac and skeletal 
muscles.  
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1 – INTRODUÇÃO 

 

1.1- Transdução de energia celular 

 

 Diferentes formas de energia são continuamente interconvertidas nas células, 

sendo o ATP (adenosina 5´-trifosfato) o principal transdutor de energia em sistemas 

biológicos. Na célula existem sistemas enzimáticos capazes de reconhecer o ATP 

em sítios específicos e permitir a interconversão da energia química, derivada da 

hidrólise de ATP, em trabalho (actomiosina) ou em outras formas de energia, como a 

energia osmótica (transporte ativo) ou a energia química (síntese de novas 

moléculas) (FIGURA 1). Usualmente, nestes processos, parte da energia liberada é 

dissipada no meio na forma de calor. 

 As ATPases desempenham um papel importante na transdução de energia 

por mediar o acoplamento entre o transporte iônico e a hidrólise de ATP. Existem 

quatro tipos principais de ATPases transportadoras, que são classificadas de acordo 

com a função, localização, estrutura e tipo de íon transportado.  

 Na maioria das células aeróbicas, as ATPases do tipo F (também chamadas 

de FoF1 ATPases) sintetizam ATP a partir de ADP e Pi em presença de Mg2+, em 

resposta a um gradiente eletroquímico de prótons gerado pela cadeia transportadora 

de elétrons. As ATPases do tipo F localizam-se em mitocôndrias, cloroplastos e 

membrana plasmática de bactérias (NELSON, 1992). 

 As ATPases do tipo V são responsáveis pela regulação do pH citosólico e 

acidificação de compartimentos intracelulares pelo acoplamento da hidrólise do ATP  

ao transporte de prótons. Encontradas em vacúolos intracelulares e lisossomos de 

células eucarióticas e também na membrana plasmática de procariontes, estão 
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envolvidas em diversos processos vitais, incluindo endocitose, transporte ativo de 

metabólitos e liberação de neurotransmissores (FORGAC, 1998; NELSON e 

HARVEY, 1999).  

 As ATPases do tipo ABC, denominadas também de transportadores ABC, 

usualmente contêm quatro domínios ou subunidades, sendo dois domínios 

transmembrana e dois  sítios de ligação de nucleotídeos. Os membros desta família 

de proteínas transportam diversos substratos pela membrana de células e organelas 

pelo acoplamento da hidrólise de ATP, sendo encontradas em bactérias, fungos e 

eucariontes. Em bactérias, os transportadores ABC são conhecidos por contribuir a 

resistência a múltiplas drogas e antibióticos, por extruir os fármacos utilizados no 

tratamento de doenças (DAVIDSON e MALONEY, 2007).  

 As ATPases do tipo P estão associadas à membrana e são responsáveis pelo 

transporte de cátions inorgânicos, incluindo cálcio, sódio, potássio e cobre. A 

principal característica desta família de ATPases é a presença de um resíduo 

ATP   +   H2O ADP   +   Pi

ENERGIA

Energia
química

Energia
osmótica

CALORTrabalho

Calor

Calor

Calor

ATP   +   H2O ADP   +   Pi

ENERGIA

ATP   +   H2O ADP   +   Pi

ENERGIA

Energia
química

Energia
osmótica

CALORTrabalho

Calor

Trabalho

Calor

Calor

Calor

FIGURA 1 – Conversão de energia liberada durante a hidrólise de ATP (DE MEIS 
et al 2003).  
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aspartil no sítio catalítico, o qual é fosforilado por ATP durante a catálise (por isso o 

nome tipo-P). Os outros tipos ATPases transportadoras (F, V e ABC) não 

apresentam intermediários fosforilados durante o ciclo catalítico. Além desta 

característica, ATPases do tipo P são inibidas por orto-vanadato e apresentam dois 

estados conformacionais diferentes, E1 e E2, durante o ciclo catalítico. As ATPases 

do tipo P mais abundantes são Ca2+-ATPase, encontrada na membrana plasmática 

e no retículo endoplasmático, a Na+/K+-ATPase, presente na membrana plasmática, 

e a H+/K+-ATPase, localizada na mucosa gástrica e no epitélio renal (MØLLER et al., 

1996; KÜHLBRANDT, 2004).   

 Nesta tese estudou-se os mecanismos de transdução de energia e produção 

de calor pela Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático de músculos cardíaco e  

esquelético. 

 

1.1.1 – Compostos de alta e baixa energia 

 

 Embora as vias envolvidas na síntese e na hidrólise de ATP já sejam bem 

conhecidas, o mecanismo pelo qual a energia da hidrólise do ATP é transferida e 

utilizada pelas enzimas ainda não está totalmente esclarecido. 

 Até recentemente, acreditava-se que a energia liberada durante a hidrólise do 

ATP era proveniente da clivagem da ligação covalente entre o fosfato e a molécula 

de ATP. Esta hipótese foi proposta por Fritz Lipmann (LIPMANN, 1941), sendo 

amplamente aceita pela comunidade científica. Na época, as abordagens 

experimentais utilizadas para se determinar as energias de hidrólise dos compostos 

fosforilados foram distintas. Para fosfoésteres, media-se a concentração molar de 

produtos e reagentes após a reação atingir o equilíbrio e o valor da constante de 
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equilíbrio (Keq) era aplicado na equação relacionada à variação de energia livre 

padrão de Gibbs (∆G°): 

∆G° = -R T ln Keq 

 ∆G° representa a variação da quantidade de energia que capaz de realizar 

trabalho durante uma reação, onde as concentrações dos reagentes e produtos 

estão expressas em 1,0 mol/L à temperatura (25 °C) e pressão (1 atm) constantes.  

R é a constante dos gases (1,987 cal.K-1.mol-1) e T é a temperatura absoluta em 

graus Kelvin.  

 Entretanto, compostos de fosfato como o ATP, fosfocreatina e 

fosfoenolpiruvato, a medida de Keq não se mostrava um método preciso, pois 

quando a reação alcançava o equilíbrio, a concentração destes compostos era muito 

pequena e difícil de determinar experimentalmente. O ∆G° de hidrólise do ATP 

poderia ser inferido indiretamente a partir do conhecimento do ∆G° de hidrólise de 

reações parciais conhecidas, como por exemplo: 

   

 Alternativamente, Lipmann estabeleceu que a contribuição da energia 

entrópica (∆S) para o total de energia livre (∆G) da reação era mínima. Assim, 

segundo a equação  ∆H= ∆G + T∆S, a quantidade de energia livre de hidrólise era 

igual à quantidade de calor liberado (energia entálpica, ∆H).  

 Após determinar a quantidade de calor liberado durante a quebra de pontes 

covalentes de diversos compostos fosforilados, Lipmann classificou os compostos 

de alta e baixa energia. Segundo dados obtidos por calorimetria, a ruptura da ligação 
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de N-P da fosfocreatina, do enolpiruvato do fosfoenolpiruvato, das ligações 

fosfoanidro do ATP e do pirofosfato inorgânico (PPi) e da ligação do tipo acilfosfato 

do aspartilfosfato liberavam grandes quantidades de calor e foram classificadas 

como ligações fosfato de alta energia. Em água, a Keq destes compostos é alta, com 

valores variando entre 106 e 109 M (∆G° = -8 a -12 kcal/mol). Em contraste, 

fosfoésteres como glicose 6-fosfato e glicerol fosfato apresentam uma Keq para a 

hidrólise variando entre 10 e 102 M, e valores de ∆G° de -1,5 e -2,5 kcal/mol (em 

água), respectivamente. Devido a estas características, glicose 6-fosfato e glicerol 

fosfato foram considerados compostos de fosfato de baixa energia.  

 O ambiente no qual o composto de fosfato se encontrava, se em solução ou 

ligado à superfície da enzima, foi totalmente desconsiderado de acordo com a 

proposta de Lipmann. Anos mais tarde, George e colaboradores (GEORGE et al, 

1970) verificaram que a interação de reagentes e produtos com o solvente era 

essencial na determinação da Keq e do ∆G de uma reação. Em soluções aquosas, 

moléculas de água se organizam ao redor do composto de fosfato, neutralizando a 

repulsão eletrostática e formando pontes entre diferentes átomos da molécula. A 

repulsão eletrostática e a ressonância de oposição neutralizariam os pontos de 

fraqueza gerados ao longo da molécula. Foi proposto então que a energia de 

hidrólise de um composto de fosfato é determinada pela diferença de energia de 

solvatação entre os reagentes e os produtos. A energia de solvatação corresponde à 

quantidade de energia necessária para remover moléculas de solvente que estão 

organizadas ao redor de uma substância em solução. Sendo assim, pequenas 

mudanças na organização da água ao redor dos reagentes e produtos podem 

significar grandes mudanças nos parâmetros termodinâmicos da reação. Desta 



 

 

6 

maneira, a contribuição da energia entrópica para a reação poderia superar a 

contribuição da energia entálpica.  

 Diversos grupos de pesquisa demonstraram a importância da energia de 

solvatação para a energia de hidrólise de diferentes compostos. Em meios 

totalmente aquosos e dependendo das condições usadas, o ∆G° medido para a 

hidrólise de PPi varia entre -3 e -6 kcal/mol (TABELA 1) (DE MEIS, 1984, 1989, 

1993).  As ligações acetil fosfato e N-P da fosfocreatina e da fosfoarginina são 

consideradas de alta energia em solução aquosa. Entretanto, na fase gasosa, 

apresentam um ∆H de hidrólise bastante positivo (TABELA 1), indicando que 

quando reagentes e produtos não estão solvatados, acetil fosfato e fosfocreatina são 

mais estáveis do que os produtos da hidrólise e podem ser classificados como 

compostos de baixa energia (HAYES et al, 1978). Portanto, a energia de solvatação 

de reagentes e produtos são fatores importantes na determinação da energia de 

hidrólise da creatina fosfato, do PPi e do acetil fosfato. Ewing e Van Wazer (1988) 

confirmaram essa observação quando calcularam a energia de hidrólise do PPi na 

fase gasosa. Contudo, a energia de solvatação não parece determinar a energia de 

hidrólise de todos os compostos de fosfato. De acordo com Hayes e colaboradores 

(1978), a energia de hidrólise de fosfoésteres como a glicose 6-fosfato é a mesma 

na água ou na fase gasosa, indicando que a interação de reagentes e produtos com 

o solvente não tem um papel determinante da Keq de hidrólise de fosfoésteres.    

 Além da energia de solvatação, observou-se que a Keq para a hidrólise de PPi 

e ATP varia dependendo do pH e da concentração de cátions divalentes no meio. 

Essas mudanças são relacionadas principalmente a mudanças na entropia da 

reação (DE MEIS, 1993, 1989).  
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TABELA 1: Energia de hidrólise (∆G°, kcal/mol) de diferentes compostos de fosfato 
em meio aquoso, na fase gasosa e em uma mistura de água com solventes 
orgânicos. 
 

Composto Meio aquoso Fase gasosa Solventes orgânicos 
ATP -7,0 à -9,0 - +0,3 
PPi -3,0 à -6,0 -0,4 à -0,9 -1,0 à +2,0 
Aspartil fosfato -9,0 à -11,0 +5,0 à +32,0 +0,3 à +2,3 
Fosfocreatina -9,0 à -11,0 +9,0 à +212,0 - 
Glicose 6-fosfato -1,5 à -3,0 -1,5 à -2,5 -1,5 à -2,5 

 

1.1.2 – Sistemas regeneradores de ATP 

 

 Segundo Lipmann, o ATP (∆G° -7 à -9 kcal/mol) poderia ser regenerado a 

partir de compostos fosforilados de energia padrão livre maior do que o próprio ATP, 

como a fosfocreatina e fosfoenolpiruvato (∆G° -10 e -12 kcal/mol, respectivamente). 

No entanto, alguns trabalhos demonstraram que enzimas envolvidas em processos 

de transdução de energia são capazes de utilizar o ATP gerado a partir de 

compostos de baixa energia como a glicose 6-fosfato na reação inversa da 

hexoquinase (REAÇÃO 1) (DE MEIS et al, 1992; MONTERO-LOMELI e DE MEIS, 

1992; RAMOS et al, 1994).  

 

 

 Na reação inversa da hexoquinase, a concentração de ATP disponível no 

meio após a reação alcançar o equilíbrio é muito pequena, mas o suficiente para ser 

utilizada por enzimas transdutoras de energia com alta afinidade por ATP, como a 

Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático de músculo esquelético e cérebro 

(MONTERO-LOMELI e DE MEIS, 1992; RAMOS e DE MEIS, 1999). A capacidade 

da isoforma da Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático de músculo cardíaco em 

utilizar a glicose 6-fosfato/ hexoquinase para realizar trabalho será investigada nesta 
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tese.  Outra enzima capaz de utilizar a energia derivada da hidrólise de glicose 6-

fosfato é a F1-Fo ATPase, que forma e mantém um potencial de membrana em 

subpartículas mitocondriais de maneira semelhante ao observado utilizando 

concentrações milimolares de ATP (DE MEIS et al, 1992).  

 Além do sistema glicose 6-fosfato/hexoquinase, a Ca2+-ATPase derivada de 

retículo sarcoplasmático de cérebro e de músculo esquelético pode utilizar o sistema 

frutose 1,6-bisfosfato/ fosfofrutoquinase como sistema regenerador de ATP (RAMOS 

e DE MEIS, 1999; DE MEIS, 2001).  

 

1.2 – O tecido muscular estriado 

 

 O tecido muscular é composto por células alongadas capazes de se contrair 

na presença de ATP e cálcio, em resposta a um estímulo nervoso. As células desse 

tecido são de origem mesodérmica, sendo que a sua diferenciação se dá através da 

síntese de proteínas específicas com uma organização determinada, tais como os 

diferentes tipos de actinas, miosinas e proteínas motoras filamentosas. 

 O tecido muscular é classificado de acordo com suas características 

morfológicas e funcionais. Existem três tipos principais de tecidos musculares: tecido 

muscular (estriado) esquelético, tecido muscular (estriado) cardíaco e tecido 

muscular liso.  

 Os músculos estriados (FIGURA 2) são compostos por células alongadas, 

denominadas fibras musculares, que têm como característica um elevado grau de 

desenvolvimento de proteínas estruturais do citoesqueleto. Ao microscópio óptico, 

observa-se faixas transversais claras e escuras alternadas, o que confere o aspecto 

estriado. As faixas escuras são conhecidas como bandas A por serem anisotrópicas 



 

 

9 

à luz polarizada e são compostas por filamentos de miosina. Já as faixas claras são 

conhecidas como bandas I por serem isotrópicas à luz polarizada e são constituídas 

por filamentos de actina. Os filamentos de actina e miosina interdigitam-se e 

agrupam-se numa conformação hexagonal chamada miofibrila. No centro de cada 

banda I nota-se uma linha transversal escura, denominada linha Z. As miofibrilas são 

transversalmente subdivididas em unidades chamadas de sarcômero, que 

corresponde a região entre duas linhas Z sucessivas. (BENDALL, 1969; FRANZINI-

ARMSTRONG E PEACHEY, 1981) Essa organização das miofibrilas é observada 

em músculos estriados esquelético e cardíaco.  

 

FIGURA 2 – A) Microscopia eletrônica de corte longitudinal de músculo esquelético 
de macaco. M – mitocôndrias; I – banda I (isotrópicas); A – banda A (anisotrópicas); 
Z – linha Z, Seta – tríade. Aumento de 40.000 x. B) Corte longitudinal de tecido 
muscular cardíaco. M – mitocôndrias. As setas indicam os desmossomos e o disco 
intercalar. Aumento de 18.000 x. (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004)  
 
 

1.2.1 – Músculo esquelético  

 

O tecido muscular esquelético é formado por feixes de células muito longas 

(até 30 cm), cilíndricas, multinucleadas e contendo muitos filamentos. O diâmetro 

das fibras musculares estriadas esqueléticas varia de 10 a 100 µm. Estas fibras se 

A) B) 

M 

M 
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originam no embrião pela fusão de células alongadas, os mioblastos. Nas fibras 

musculares esqueléticas, os numerosos núcleos se localizam na periferia das fibras, 

próximo ao sarcolema (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004). 

 O músculo esquelético apresenta uma marcante plasticidade, adaptando-se a 

uma variedade de estímulos externos (BOOTH e THOMASON, 1991; CHIBALIN et 

al, 2000; HAWLEY, 2002; FLÜCK e HOPPELER, 2003), incluindo treinamento físico 

vigoroso, disponibilidade de macronutrientes e estresse térmico. Esse fenômeno de 

plasticidade muscular é comum em todos os vertebrados (SCHIAFFINO E 

REGGIANI, 1996). 

 Em 1873, o anatomista Louis Antoine Ranvier observou que alguns músculos 

de coelhos apresentavam uma coloração mais avermelhada, de contração lenta e 

continuada, em comparação com outros músculos pálidos. Essa observação 

originou a clássica terminologia de fibras musculares brancas e vermelhas, que foi 

relacionada posteriormente ao conteúdo de mioglobina, uma proteína transportadora 

de oxigênio que contém ferro (NEEDHAM, 1926; ZIERATH e HAWLEY, 2004).  

 As fibras musculares esqueléticas de mamíferos adultos têm sido 

classificadas de acordo com a isoforma da cadeia pesada de miosina que 

expressam. O músculo esquelético de um mamífero adulto apresenta cinco 

isoformas da cadeia pesada de miosina, sendo duas de contração lenta (tipos Iβ e 

Iα) e três de contração rápida (tipos IIa, IIb e IId/x) (PETTE, D., 2002). As fibras do 

tipo I apresentam abundancia de mioglobina, o que lhes confere a cor avermelhada. 

Elas possuem metabolismo essencialmente oxidativo e são adaptadas a atividades 

de longa duração. As fibras do tipo II são adaptadas a contrações rápidas e 

descontinuadas, e apresentam coloração esbranquiçada, seu metabolismo é 

principalmente glicolítico. A maioria dos músculos em um mamífero adulto apresenta 
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uma composição intermediária com quantidades equivalentes de fibras lentas e 

rápidas (STOCKDALE, 1997).   

   

1.2.2 – Músculo cardíaco 

 

O músculo cardíaco é constituído por células alongadas e ramificadas, com 

aproximadamente 15 µm de diâmetro por 85 - 100 µm de comprimento, que se 

conectam por meio de junções intercelulares complexas. Essas células apresentam 

estriações transversais semelhantes às do músculo esquelético (FIGURA 2), mas ao 

contrário das fibras esqueléticas que são multinucleadas, as fibras cardíacas 

possuem apenas um ou dois núcleos centralizados. Além disso, nota-se um grande 

número de mitocôndrias, que podem constituir cerca de 40 % do volume 

citoplasmático (TABELA 3). As fibras cardíacas são circundadas por uma delicada 

bainha de tecido conjuntivo que contém abundante rede de capilares sanguíneos. 

 
TABELA 3 – Porcentagem do volume celular ocupado por componentes de células 
musculares cardíacas em camundongos. Adaptado de FORBES et al. (1985, 1990). 
 

Componente Ventrículo (%) Átrio (%)  
Miofibrilas 43,3 44,6 
Mitocôndria 36,9 25,7 
Retículo sarcoplasmático 7,0 12,2 
Túbulos transversais 1,8 2,7 
Núcleo 1,4 2,1 

 
   

 O coração é formado por duas bombas distintas: o coração direito e 

esquerdo. Cada uma dessas partes é formada por um átrio e um ventrículo. O átrio 

direito recebe sangue venoso (carregado de dióxido de carbono, CO2) pelas veias 

cavas superior e inferior. Normalmente, 75% do sangue que chega ao átrio direito 
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flui diretamente para o ventrículo direito, mesmo antes que o átrio se contraia. O 

ventrículo direito, então, bombeia o sangue venoso, através da artéria pulmonar. A 

artéria pulmonar direciona o sangue para os pulmões, onde ocorrem as trocas 

gasosas, a esse evento dá-se o nome de “pequena circulação”. O átrio esquerdo 

recebe sangue arterial (sangue carregado de oxigênio, O2) pela veia pulmonar, 

proveniente dos pulmões. Em seguida, o sangue oxigenado enche o ventrículo 

esquerdo, o qual bombeia para todos os órgãos e tecidos do corpo humano, por 

meio da artéria aorta, sendo chamada “grande circulação” (GUYTON e HALL, 2006).  

 Os eventos cardíacos que acontecem do início de um batimento até o começo 

do seguinte compõem o chamado ciclo cardíaco, que é regulado pelo potencial de 

ação gerado espontaneamente e de forma rítmica pelo nodo sinusal. O ciclo 

cardíaco divide-se em dois momentos: um período de relaxamento, ou diástole, 

durante a qual ocorre o enchimento do coração; e outro de contração, ou sístole, 

durante a qual ocorre o esvaziamento do coração (GUYTON e HALL, 2006).    

 Além dos músculos atrial e ventricular, o músculo cardíaco é composto por 

fibras musculares condutoras e excitatórias que possuem poucas fibrilas contráteis e 

são responsáveis pela descarga elétrica na forma de potenciais de ação que se 

espalham pelo coração, estabelecendo um sistema excitatório que controla o 

batimento cardíaco rítmico. 

 Outra diferença importante é a presença de discos intercalares que mantêm a 

coesão intercelular (FIGURA 2), conectando-se a fibras adjacentes e formando uma 

complexa rede tridimensional. Ao longo do disco, existem intervalos irregulares 

denominados junções de hiato (do inglês gap junction) que são altamente 

permeáveis, facilitando a difusão iônica. Essa característica permite a formação de 
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regiões de baixa resistência elétrica, proporcionando um rápido espalhamento do 

impulso excitatório de uma fibra para outra ao longo de todo o coração.  

 

1.2.3 – O retículo sarcoplasmático 

 

No músculo em repouso, a concentração de Ca2+ citosólica é mantida na faixa 

de nanomolar (entre 10-7 e 10-8 M). A contração muscular é iniciada quando essa 

concentração atinge valores maiores do que 10-7 M. O retículo sarcoplasmático (RS) 

tem um papel essencial na regulação da homeostase de Ca2+, sendo responsável 

por armazenar e regular o fluxo desse íon. O RS é composto por uma complexa 

rede de cisternas membranares que envolve grupos de miofilamentos (FIGURA 3). 

As cisternas terminais do RS (fração pesada) estão localizadas próximas a 

invaginações do sarcolema, chamadas de túbulos transversos ou túbulos T. No 

músculo esquelético, o complexo formado de um túbulo T e duas expansões do RS 

é conhecido como tríade. As tríades não são freqüentes nos células cardíacas, pois 

os túbulos T geralmente associam-se apenas a uma expansão do retículo, formando 

a díade. Tais complexos estão envolvidos no acoplamento excitação-contração.  

O RS é composto essencialmente por três tipos de proteínas: a Ca2+-ATPase, 

a calsequestrina e os canais de rianodina. A Ca2+-ATPase é capaz de utilizar a 

energia da hidrólise de ATP para remover o Ca2+ do citoplasma para o interior do RS 

e está expressa abundantemente ao longo da porção longitudinal do RS (fração 

leve). A calsequestrina é uma proteína que apresenta dezenas de sítios capazes de 

ligar Ca2+ dentro do compartimento reticular quando esse cátion alcança 

concentrações milimolares, atuando como agente quelante de Ca2+ (IKEMOTO et al, 

1974; ENYEDI et al, 1993). Nas cisternas terminais do RS, encontram-se os 
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receptores de rianodina responsáveis pela liberação de cálcio induzida por cálcio 

(JORGENSEN et al, 1979). 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 3 – Seção de fibra muscular esquelética. Em amarelo está representado o 
retículo sarcoplasmático. Circundado em azul observa-se a cisterna terminal (fração 
pesada) e a porção longitudinal (fração leve) do retículo sarcoplasmático. (Imagem 
produzida por Alexandre Machado, 2004). 
 

1.2.4 – Acoplamento excitação-contração muscular 

 

 Durante o acoplamento excitação-contração no músculo, a despolarização da 

superfície do sarcolema e dos túbulos T causa a liberação de Ca2+ do RS. Isso leva 

a um aumento das concentrações de Ca2+ citoplasmático, que desencadeiam a 

contração muscular. A despolarização da membrana ativa os receptores de 

dihidropiridina (canais de cálcio do tipo L) que promovem a abertura dos canais de 

rianodina (FIGURA 4). Esse mecanismo de acoplamento é diferente nos músculos 

esquelético e cardíaco. No coração, a despolarização dos túbulos T promove o 

influxo de Ca2+ pelos receptores de dihidropiridina, o que ativa a liberação de cálcio 

dos canais de rianodina. Esse processo é denominado “liberação de cálcio induzida 

por cálcio” (do inglês “calcium induced calcium release”) (FABIATO, 1985; 

BEUCKELMANN e WIER, 1988; NABAUER et al, 1989). No músculo esquelético, 
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entretanto, o influxo de cálcio não é necessário para a ativação dos canais de 

rianodina e depende da interação física entre os receptores de dihidropiridina e 

canais de rianodina (SCHNEIDER e CHANDLER, 1973).  

  

 

FIGURA 4 - Interação entre vias de sinalização cardíaca. A estimulação β-
adrenérgica resulta no aumento da contratilidade e do relaxamento por fosforilar a 
fosfolambam (PLB, em azul), um inibidor da Ca2+-ATPase do RS (SERCA 2a, em 
verde), o que aumenta a atividade da bomba de cálcio. A conseqüente liberação de 
Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) pelos canais de rianodina leva ao aumento da 
contratilidade. O Ca2+ é removido do citoplasma pela SERCA 2a e pelo trocador 
Na+/Ca2+, levando ao relaxamento. (figura adaptada de CHIEN, 2000)  
 
 
 Pequenas projeções dos filamentos de miosina formam pontes cruzadas com 

os filamentos de actina. Essa interação permite que ocorra a contração muscular, 

onde os filamentos de actina deslizam em direção ao centro do sarcômero. O Ca2+ 

tem papel fundamental nesse processo por ligar-se à subunidade C da troponina e 

desencadear uma mudança conformacional na tropomiosina, aumentando a 

interação entre os filamentos de actina e miosina (ZOT e POTTER, 1987). A 

contração é interrompida pela remoção do Ca2+ do citoplasma. No coração, a Ca2+-

ATPase do RS contribui para a remoção de cerca de 70 a 90 % do conteúdo de Ca2+ 

receptor de 
dihidropiridina Trocador Na+/Ca2+ 

contratilidade 

Canal de 
rianodina 

RS 

catecolamina 

Receptor β-
adrenérgico* 

Adenilato ciclase * 
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citoplasmático, sendo o restante atribuído à Ca2+-ATPase do sarcolema e ao 

trocador Na+/Ca2+ (BERS, 2002). 

 A contração cardíaca é regulada pelo sistema nervoso simpático, que interage 

com vias de sinalização que controlam a homeostase do Ca2+. Quando a demanda 

aumenta, o coração pode responder ao estresse e aumentar o fluxo sanguíneo para 

tecidos periféricos em segundos. A adrenalina e outros β- agonistas iniciam uma 

importante sinalização intracelular por ligar-se a receptores β-adrenérgicos na 

membrana celular (FIGURA 4). Os receptores β-adrenérgicos estão acoplados a 

proteínas G, que promove a ativação da adenilato ciclase e, conseqüentemente, o 

aumento dos níveis intracelulares de AMP cíclico (AMPc) (LEVITZKI, 1988). A 

elevação da concentração de AMPc ativa a proteína quinase dependente de AMPc 

(PKA), que fosforila e altera a função de proteínas fundamentais para a função 

cardíaca. Uma destas proteínas é a fosfolambam (PLB), uma pequena proteína 

transmembrana que é reversivelmente fosforilada e está localizada na membrana do 

RS. A PLB regula a atividade da Ca2+-ATPase do RS, dependendo do seu estado de 

fosforilação (MACLENNAN e KRANIAS, 2003).   

  

1.2.5 – Termogênese muscular 

 

 Animais endotérmicos controlam a temperatura corporal utilizando 

mecanismos endógenos para produzir e dissipar calor. Esses mecanismos 

compõem a termogênese, que pode ser dividida em obrigatória ou adaptativa 

(JANSKÝ, 1973). A termogênese obrigatória ou basal ocorre em condições 

metabólicas basais, quando um organismo está em repouso. A termogênese 
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adaptativa surge em resposta à dieta e a fatores ambientais, como por exemplo, 

variações de temperatura (LOWELL e SPIEGELMAN, 2000).  

 O músculo esquelético é um importante sítio de produção de calor para a 

manutenção da temperatura corporal (JANSKÝ, 1973; ZURLO et al, 1990; 

DUCHAMP e BARRÉ, 1993). A resposta adaptativa mais evidente no músculo é o 

tremor (ST do inglês shivering thermogenesis), que ocorre quando um organismo é 

exposto a baixas temperaturas. O tremor consiste em ciclos de contração e 

relaxamento não sincronizados que não resultam em trabalho muscular efetivo, onde 

a maior parte (cerca de 75 %) da energia liberada é dissipada na forma de calor 

(JANSKÝ, 1973; BLOCK, 1994; HOHTOLA, 2002). O tremor é uma manifestação 

imediata e tende a desaparecer com a exposição prolongada ao frio. Nesta situação, 

outros mecanismos que não dependem da atividade contrátil passam a contribuir 

para o controle da temperatura corporal. Esse fenômeno é chamado de 

termogênese muscular sem tremor (NST do inglês non-shivering thermogenesis).  

 A NST é atribuída comumente à ativação da proteína desacopladora 

mitocondrial (UCP1 do inglês uncoupling protein 1), que dissipa o gradiente de 

prótons através da membrana mitocondrial interna (NICHOLLS e LOCKE, 1984). 

Essa proteína é expressa no tecido adiposo marrom (BAT do inglês brown adipose 

tissue) presente em mamíferos de pequeno porte e recém-nascidos. Camundongos 

que não expressam a UCP1 são intolerantes ao frio, indicando a importância dessa 

proteína na termogênese adaptativa (ENERBÄCK et al., 1997). 

 As aves e mamíferos de grande porte, incluindo seres humanos adultos, não 

apresentam BAT bem desenvolvido e o músculo esquelético, que corresponde a 

cerca de 40 % do peso corporal, contribui significativamente para a termogênese 

adaptativa. Entretanto, os mecanismos moleculares responsáveis pela NST no 



 

 

18 

músculo esquelético não estão completamente esclarecidos. Apesar do músculo 

esquelético expressar UCP 3, o papel dessa isoforma na termogênse muscular é 

controverso (GONG et al., 2000; SIMONYAN et al., 2001; MILLS et al., 2003). 

Sugere-se que a atividade ATPásica muscular tenha uma contribuição importante na 

termogênsese por dissipar parte da energia da hidrólise de ATP na forma de calor 

(BLOCK, 1994; SILVA, 2006). A Na+/K+ e a Ca2+-ATPase são enzimas responsáveis 

por manter o gradiente iônico às custas da hidrólise de ATP e representam de 10 a 

20 % do metabolismo muscular em repouso. Durante a contração muscular, a 

contribuição da Ca2+-ATPase na taxa metabólica aumenta para 24 % no músculo 

vermelho e para 58 % no músculo branco (CLAUSEN et al, 1991; JANKÝ, 1995). 

Nesta tese, pretende-se comparar a contribuição da Ca2+-ATPase do retículo 

sarcoplasmático de músculo esquelético branco de ratos e de coelhos na 

termogênese muscular. Uma diferença marcante entre ratos e coelhos é a ausência 

de BAT em coelhos adultos, sendo o músculo esquelético o principal sítio 

termogênico neste animal.  

  

1.3 - A Ca2+-ATPase do  retículo sarcoplasmático 

 

 A Ca2+-ATPase do RS é uma família de enzimas ligadas à membrana que é 

capaz de interconverter diferentes formas de energia durante a hidrólise de ATP. Os 

primeiros relatos de que vesículas de RS eram capazes de acumular altas 

concentrações de Ca2+ foram feitos por Hasselbach e Makinose (HASSELBACH e 

MAKINOSE, 1961, 1962). Essa descoberta foi facilitada pela adição de oxalato na 

mistura de reação (HASSELBACH e MAKINOSE, 1963). Oxalato é capaz de se 

difundir através da membrana das vesículas de RS e formar precipitados de oxalato 
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de cálcio no seu interior, diminuindo a concentração de Ca2+ livre e aumentando a 

capacidade de acumular Ca2+. O acoplamento entre a hidrólise de ATP e a 

translocação de Ca2+ obedece a uma estequiometria de 2:1 (Ca2+/ATP) 

(HASSELBACH e MAKINOSE, 1963). 

 O complexo Mg2+-ATP é essencial para o transporte de Ca2+ realizado pela 

Ca2+-ATPase (YAMAMOTO e TONOMURA, 1967; VIANNA, 1975). Existem duas 

atividades ATPásicas distintas em vesículas de RS. Na ausência de Ca2+, é possível 

medir uma atividade ATPásica dependente apenas de Mg2+. A atividade ATPásica 

decorrente do transporte de Ca2+ é calculada pela subtração das atividades 

ATPásicas total (presença de Ca2+ e Mg2+) e dependente de magnésio (presença de 

Mg2+ apenas) (HASSELBACH E MAKINOSE,1961).  

  

1.3.1 - A estrutura da Ca2+-ATPase 

  

 A Ca2+-ATPase é uma proteína integral de membrana (110 kDa) formada por 

uma cadeia polipeptídica única enovelada em quatro grandes domínios: um domínio 

transmembrana (M), composto de 10 hélices transmembranas, e três domínios 

citosólicos. Dois desses domínios, o domínio A e o domínio P (envolvido na 

fosforilação) são conectados ao domínio M. O terceiro domínio é onde se liga o 

nucleotídeo (N), sendo conectado ao domínio P (FIGURA 5). O domínio 

transmembrana M contém os dois sítios de cálcio (MACLENNAN, 1970; MEISSNER 

e FLEISCHER, 1971; MACLENNAN et al., 1985; WUYTACK et al, 2002). 
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FIGURA 5 – Grandes domínios representados na seqüência primária de 
aminoácidos da Ca2+-ATPase do RS (WUYTACK et al, 2002). 
 

1.3.2 – O ciclo da Ca2+-ATPase 

 

 Durante o processo de catálise, a enzima oscila entre dois estados 

conformacionais denominados E1 e E2 (FIGURA 6). No estado E1, os sítios de alta 

afinidade por Ca2+ encontram-se voltados para o citosol (reação 1, FIGURA 7). 

Neste momento, dois íons Ca2+ se ligam de forma cooperativa, ainda na ausência de 

ATP (INESI et al, 1980; FORGE et al, 1993). A forma E1 é mais estável e permite a 

ligação do ATP à enzima com alta afinidade (reação 2, FIGURA 7). Após a formação 

de uma fosfoenzima de alta energia (2Ca:E1~P), ocorre uma mudança 

conformacional e a translocação de dois íons Ca2+ para o interior do RS. A ligação 

acil fosfato da fosfoenzima se converte em uma ligação de baixa energia (reação 3, 

FIGURA 7). Devido a uma redução da afinidade da enzima por Ca2+, o íon é liberado 

no lúmen do retículo (reação 4, FIGURA 7). Nas etapas seguintes, ocorre a hidrólise 
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da fosfoenzima e formação do estado conformacional E2, o que permite o início de 

novos ciclos de catálise.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
FIGURA 6 – Representação em fita cristalográfica da estrutura da Ca2+-ATPase de 
RS. Na esquerda a enzima está no estado E1 e a ligação de dois óns de cálcio está 
representado pelos círculos rosas. As setas rosas (tracejadas) indicam a direção do 
movimento do domínio citoplasmático durante a mudança de E1Ca2+ para E2TG. Na 
direita a enzima está no estado E2, na ausência de cálcio e ligado à tapsigargina 
(TG). Os círculos vermelhos (tracejados) indicam pontes de hidrogênio extras em 
E2TG. (TOYOSHIMA e NOMURA, 2000). 
 
 
 Uma característica importante deste ciclo catalítico é o mecanismo de 

transdução de energia. Durante o ciclo catalítico ocorre uma grande mudança na 

constante de equilíbrio da hidrólise (Keq) do resíduo acil fosfato da fosfoenzima, e o 

trabalho (transporte de Ca2+), estaria ligado a essa mudança de Keq, e não à 

hidrólise do composto fosforilado (DE MEIS, 1989, 1993). Esta mudança de energia 

da fosfoenzima (reação 4, FIGURA 7) está relacionada a uma mudança na atividade 

da água no microambiente catalítico (DE MEIS et al., 1980). A energia de hidrólise 

de diferentes compostos fosfoanidros, como pirofosfato, ATP e acetil fosfato, parece 

ser determinada pela diferença de energia de solvatação entre os reagentes e 

produtos (GEORGE et al., 1970; HAYES et al., 1978; DE MEIS et al., 1980, 1985; 
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DE MEIS, 1984, 1989, 1993; ROMERO e DE MEIS, 1989). Desta maneira, uma 

mudança na atividade da água no sítio catalítico da enzima levaria a uma mudança 

na energia de solvatação da fosfoenzima e a uma mudança na energia de hidrólise. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

 
 
FIGURA 7 – Ciclo catalítico da Ca2+-ATPase na presença de gradiente de Ca2+. 
Representação das diversas etapas de transporte de cálcio para o interior do retículo 
sarcoplasmático (reações 1 à 6).  O efluxo de Ca2+ desacoplado da síntese de ATP 
ocorre nas etapas 7 à 9 (DE MEIS et al., 1996). A atividade ATPásica desacoplada 
do transporte de Ca2+ é representada pela reação 10 (YU e INESI, 1995; FORTEA et 
al., 2000; DE MEIS, 2001). 
 

 O ciclo catalítico da Ca2+-ATPase pode ser revertido após a formação de um 

gradiente de Ca2+ através da membrana do RS, culminando na síntese de ATP 

(MAKINOSE e HASSELBACH, 1971; TANFORD, 1984; INESI, 1985; FASSOLD e 

HASSELBACH, 1988; DE MEIS, 2000). A reversão do ciclo é iniciada pela 

fosforilação da forma E2 da enzima por Pi (reação 5, FIGURA 7). Na ausência de 

Ca2+ no lado externo das vesículas e na presença de ADP, Pi e Mg2+, foi observada 

a liberação de Ca2+ associada à síntese de ATP (BARLOGIE et al., 1971; 

MAKINOSE e HASSELBACH, 1971; MAKINOSE 1971, 1972). Para cada dois íons 

de Ca2+ liberados, uma molécula de ATP é sintetizada. A síntese de ATP ocorre 
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apenas na presença de concentrações de Ca2+ livre suficientes para saturar os sítios 

de baixa afinidade.  

 Recentemente, foram caracterizadas duas ramificações no ciclo catalítico da 

Ca2+-ATPase. Uma delas corresponde à saída de Ca2+ dissociada da síntese de 

ATP, representada pelas reações 7, 8 e 9 da figura 7 (HASSELBACH et al., 1972). 

Nesta situação, a Ca2+-ATPase funciona como um “canal” de Ca2+, onde o íon “vaza” 

passivamente pela própria enzima, sem que ocorra a síntese de ATP (DE MEIS e 

INESI, 1992). Em 1995, Yu e Inesi descreveram a outra ramificação do ciclo 

catalítico, caracterizada pela atividade ATPásica desacoplada do transporte de Ca2+ 

(YU e INESI, 1995). Observou-se que o aumento de Ca2+ no lúmen do RS gerava a 

diminuição da relação de dois íons de Ca2+ para cada molécula de ATP hidrolisada. 

Desta maneira, o intermediário 2Ca:E1~P poderia ser hidrolisado sem que houvesse 

o transporte de Ca2+ (reação 10, FIGURA 7). 

 Como descrito acima, a Ca2+-ATPase é uma enzima capaz de interconverter 

diferentes formas de energia. Durante a catálise a energia química derivada da 

hidrólise da molécula de ATP é usada para a formação de um gradiente osmótico. 

No sentido reverso, a energia osmótica acumulada pode ser usada para sintetizar 

ATP. Energias química e osmótica não são as únicas formas envolvidas neste 

processo. Durante o transporte de cálcio, parte da energia química é convertida em 

trabalho e parte é dissipada sob forma de calor. Entretanto, essa produção de calor 

pode ser modulada pela Ca2+-ATPase e depende do gradiente de cálcio. Na 

presença de gradiente, entre - 20 e - 24 kcal por mol de ATP hidrolisado (∆Hcal, ∆H 

calorimétrico) são medidas. Com adição de A23187, um ionóforo de Ca2+, o 

gradiente é desfeito e o calor produzido reduz para - 10 a - 12 kcal/mol de ATP 

hidrolisado (DE MEIS et al, 1997; DE MEIS, 1998, 2001; MITIDIERI e DE MEIS, 
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1999). Esta diferença no ∆Hcal correlaciona-se com a hidrólise de ATP desacoplada 

do transporte de cálcio (reação 10, FIGURA 6) (DE MEIS, 2001).  

 

1.3.3 – As isoformas da Ca2+-ATPase 

  

 A Ca2+-ATPase apresenta diferentes isoformas, denominadas SERCA (do 

inglês sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase), que são expressas em diferentes 

tecidos. As isoformas são codificadas por três genes distintos (SERCA 1, SERCA 2 

e SERCA 3), que podem sofrer processamento alternativo. A SERCA 1 apresenta 

um grau de homologia de 84 % com SERCA 2a e de 75 % com SERCA 3, enquanto 

SERCA 2a e SERCA 3 apresentam homologia de 77% entre si (MACLENNAN  et al., 

1985; BURK et al., 1989; LYTTON et al., 1992;  MACLENNAN et al., 1992). A 

isoforma SERCA 1 é encontrada exclusivamente no músculo esquelético branco, de 

contração rápida (MACLENNAN  et al., 1985). O gene da SERCA 2 origina as 

isoformas SERCA 2a, expressa nos músculos cardíaco e esquelético vermelho 

(contração lenta), e SERCA 2b, expressa amplamente em tecidos não musculares 

como plaquetas, cerebelo e tecidos linfóides (BURK et al., 1989; WUYTACK et al., 

1994; WU et al., 1995). As isoformas SERCA 2a e 2b diferem-se apenas na região 

carboxi-terminal onde os quatro últimos resíduos de aminoácidos da SERCA 2a são 

substituídos por uma cauda de 49 aminoácidos na SERCA 2b. Essa seqüência de 

aminoácidos é hidrofóbica e pode constituir a décima primeira região intermembrana 

da SERCA 2b (LYTTON e MACLENNAN, 1988; CAMPBELL et al., 1992). A SERCA 

3 é expressa em tecidos não musculares como plaquetas e tecidos linfóides (BURK 

et al., 1989; WUYTACK et al., 1994; WU et al., 1995). 
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 A expressão das isoformas de SERCA em células COS-1 (células renais de 

macaco) permitiu estudar as diferenças cinéticas entre as isoformas. Todas as 

isoformas de Ca2+-ATPase expressas em células COS-1 são igualmente sensíveis a 

tapsigargina (LYTTON et al., 1992). Entretanto, a SERCA 2b apresenta uma taxa de 

turnover menor que as outras isoformas. Alguns trabalhos mostram que as isoformas 

SERCA 1, SERCA 2a e SERCA 2b apresentam afinidade semelhante ao Ca2+ 

(CAMPBELL et al., 1992; LYTTON et al., 1992). Outro grupo propõe que a SERCA 

2b tem uma afinidade ao Ca2+ duas vezes maior do que a SERCA 2a 

(VERBOOMEN et al., 1992, 1994).  

 As isoformas de SERCA diferem-se também pela quantidade de calor 

produzida por mol de ATP hidrolisado (∆Hcal). Vesículas de RS derivadas de 

plaquetas e músculo esquelético vermelho, que expressam SERCA 2, apresentam 

um ∆Hcal entre -11 e -14 kcal/mol. Já em vesículas de RS derivadas de músculo 

esquelético branco, que expressam somente SERCA 1, o ∆Hcal é duas vezes maior, 

variando de -20 a -25 kcal/mol ATP hidrolisado. Essa diferença pode ser explicada 

pela alta atividade desacoplada do transporte de Ca2+ observada para SERCA1. 

Como descrito anteriormente, a ausência de gradiente de cálcio é capaz de abolir 

essa atividade desacoplada da SERCA. A adição de A23187 reduz o ∆Hcal de 

vesículas de músculo branco para cerca de – 8 kcal/mol, enquanto que uma 

modesta diminuição no ∆Hcal é observada em vesículas de RS derivadas de músculo 

vermelho (REIS et al., 2002). Desta maneira, sugere-se que os mecanismos de 

modulação da dissipação de calor sejam mais efetivos do músculo branco em 

comparação com o músculo vermelho.  
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1.3.4 – Regulação da atividade da Ca2+-ATPase  por fosfolambam e 

sarcolipina 

 

 As isoformas de SERCA expressas no músculo são reguladas por duas 

proteínas homólogas: fosfolambam (PLB, do inglês phospholamban) (TADA e 

KADOMA, 1989; SIMMERMAN e JONES, 1998) e sarcolipina (SLN) (ODERMATT et 

al., 1997, 1998; HELLSTERN et al., 2001). Ambas as proteínas estão presentes na 

membrana do retículo sarcoplasmático e podem interagir com a SERCA, inibindo 

sua atividade por reduzir a afinidade aparente por Ca2+ (MACLENNAN et al., 2003). 

 PLB é uma proteína composta por 52 aminoácidos que pode ocorrer na forma 

monomérica (forma ativa) ou pentamérica (forma inativa) (CORNEA et al., 1997).  

Estruturalmente, a PLB apresenta três domínios: dois citosólicos (Ia e Ib) e um 

transmembrana (II) (FIGURA 8). O domínio Ia contém os resíduos serina 16 (Ser16) 

e treonina 17 (Thr17), que são fosforilados por proteína quinase dependente de AMP 

cíclico ou por proteína quinase dependente de Ca2+/calmodulina, respectivamente 

(MACLENNAN e KRANIAS, 2003). A fosforilação do resíduo Ser16 da PLB pode 

ocorrer independentemente da fosforilação de Thr17 in vivo (KRANIAS, 1985) e 

sugere-se que seja um pré-requisito para a fosforilação de Thr17 durante a 

estimulação β-adrenérgica (CHU et al., 2000). Na forma desfosforilada, PLB interage 

com SERCA e reduz a afinidade aparente por Ca2+. James et al. (1989) 

demonstraram que o resíduo lisina 3 (Lys3) presente no domínio Ia da PLB interage 

com os resíduos lisina 397 e 400 (Lys397 e Lys400) do domínio citosólico da SERCA 

2a (JAMES et al., 1989). Essa interação ocorre no estado conformacional E2 da 

SERCA e é desfeita pelo aumento na concentração de Ca2+ ou pela fosforilação da 

PLB (CANTILINA et al., 1993, MACLENNAN e KRANIAS, 2003). 
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FIGURA 8 – Representação esquemática da seqüência primária de 
aminoácidos da fosfolambam (PLB, esquerda) e da sarcolipina (SLN, direita). 
Os aminoácidos estão indicados como: não conservados (amarelo), conservados 
(verde), idênticos entre PLB e SLN (vermelho) e fosforilados (azul; Ser16 e Thr 17 da 
PLB). (MACLENNAN e KRANIAS, 2003) 
 

 A sarcolipina (SLN) é uma proteína composta por 31 aminoácidos que 

apresenta uma seqüência transmembrana semelhante à PLB (FIGURA 8), mas 

difere-se na porção C terminal por ser mais hidrofílica que a PLB. A SLN regula a 

SERCA por reduzir a afinidade por Ca2+ e a Vmax, sendo capaz de aumentar o efeito 

inibitório da PLB na SERCA (ASAHI et al, 2002). Estudos in vitro mostraram que a 

SLN liga-se diretamente na PLB e previne a sua polimerização, resultando no 

aumento da forma ativa da PLB (monomérica) (ASAHI et al, 2002). 

 Em coelhos, PLB é expressa predominantemente nos músculos cardíaco e 

esquelético vermelho, onde regula a atividade da SERCA 2a, enquanto que no 

músculo esquelético branco a SLN é o principal regulador da SERCA 1 (ODERMATT 

et al., 1998). Entretanto, a expressão dessas proteínas pode variar entre as 

espécies. Em pequenos roedores, como camundongos e ratos, o músculo 
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esquelético (vermelho e branco) não expressa quantidades significativas de SLN ou 

PLB (TUPLING  et al., 2002; VANGHELUWE et al., 2005). Vangheluwe et al. (2005) 

mostraram que SLN e PLB estão co-expressas em átrios de camundongos e ratos, 

enquanto que SLN está ausente em átrios de coelhos e porcos. A expressão de SLN 

atrial parece ser significante apenas em pequenos mamíferos (VANGHELUWE et al., 

2005). A relevância fisiológica da diversidade de expressão de SLN e PLB entre os 

animais não é completamente entendida.   

 

1.4 – Hormônios tireoideanos 

  

 Os hormônios tireoideanos são reguladores importantes do metabolismo e 

desenvolvimento de diferentes órgãos. A glândula tireóide está presente em todos 

os vertebrados e é responsável por sintetizar e liberar 3,5,3´-triiodo L-tironina (T3) e 

tiroxina (T4). T4 é o principal hormônio secretado pela tireóide e uma desiodação 

local em tecidos periféricos produz T3, o hormônio tireoideano biologicamente ativo 

(YEN, 2001; SILVA, 2005). A maioria do T3 e T4 circulante encontra-se associado a 

proteínas carreadoras, principalmente a proteína ligadora de T4 e, em menor grau, a 

transtiretina e albumina. Os hormônios tireoideanos podem ser liberados 

rapidamente dessas proteínas, o que facilita a sua entrada na célula através de 

transportadores específicos (HENNEMANN et al., 2001; JANSEN et al., 2005). Três 

desiodases (D1, D2 e D3) estão envolvidas na desiodação do hormônio tireoideano 

(FIGURA 9). D1 está localizada predominatemente na glândula tireóide, fígado e rins 

e é responsável pela ativação ou inativação de T4. D2 é encontrada no cérebro, 

glândula pituitária e tireóide e gera a forma ativa do hormônio tireoideano T3 via 

desiodação de T4. D3 é expressa no cérebro, na placenta e no útero, sendo 
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importante para o desenvolvimento fetal e para a produção de T3 reverso (rT3) 

(FIGURA 9) (BIANCO e KIM, 2006). 

  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9 – Representação esquemática do transporte, metabolismo e ação dos 
hormônios tireoideanos na célula (BOELAERT e FRANKLYN, 2005). 
 

 A produção dos hormônios tireoideanos é controlada pela tireotrofina 

plasmática (TSH, do inglês thyroid-stimulating hormone) sintetizada pela glândula 

pituitária anterior em resposta ao hormônio liberador de TSH (TRH, do inglês 

thyrotropin-releasing hormone), que é secretado pelo hipotálamo. O aumento da 

concentração de T3 e T4 livres inibe a produção e liberação de TSH e TRH e 

contribui, dessa maneira, para manter os níveis de hormônios circulantes dentro da 

normalidade (BOELAERT e FRANKLYN, 2005).  

 T3 exerce suas ações celulares por ligar-se a receptores nucleares de 

hormônio tireoideano (TR, do inglês thyroid homone nuclear receptors) (BRENT, 

1994; KAHALY e DILLMANN, 2005). Esses receptores nucleares estão associados a 

elementos responsivos ao hormônio tireoideano (TRE, do inglês thyroid hormone 

response element), que correspondem a seqüências específicas do DNA. Os TRs 
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pertencem à superfamília dos receptores de esteróides e podem ligar-se aos TREs 

tanto na ausência como na presença do ligante. TRs ligam-se aos TREs como 

homodímero ou como heterodímero formado com o receptor retinóico X (RXR, do 

inglês retinoid x receptor) (LAZAR e CHIN, 1990). Na ausência de T3, TRs 

associam-se a proteínas co-repressoras que atuam reprimindo a transcrição de 

genes alvo. Após a ligação do hormônio tireoideano ao TR, a proteína co-repressora 

é deslocada e uma proteína ativadora é recrutada, induzindo a maquinaria de 

transcrição gênica (FIGURA 10) (WU e KOENIG, 2000).   

 

FIGURA 10 – Representação esquemática da ação genômica do hormônio 
tireoideano. Na ausência do ligante (marrom), o heterodímero TR-RXR (rosa e azul) 
associa-se a proteínas co-repressoras (vermelho) que ativamente reprimem a 
transcrição de genes alvo (esquerda). Após a ligação do hormônio, TR-RXR recruta 
co-ativadores (verde) que induzem a transcrição de genes alvo (direita) (Figura 
adaptada de KING-JONES e THUMMEL, 2005). 
 

 Os efeitos fisiológicos do T3 são mediados de acordo com o subtipo de 

receptor expresso no tecido. Existem dois genes que codificam receptores de 

hormônio tireoideano (TRα e TRβ), que podem sofrer processamento alternativo e 

originar diferentes isoformas (HARVEY e WILLIAMS, 2000). As isoformas diferem-se 

em sua região amino terminal, responsável pela interação com fatores de transcrição 

(HADZIC et al., 1995; ZHANG e LAZAR, 2000). TRα1 é a principal isoforma expressa 

no coração, enquanto que TRβ1 predomina no fígado e no cérebro adulto. TRβ2 é 

expressa principalmente na glândula pituitária e no hipotálamo (FALCONE et al., 

1992; ZHANG e LAZAR, 2000).  

TR ligante
s 

ativador 
repressor 

RXR 
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 Os hormônios tireoideanos podem exercer os efeitos biológicos por ação não 

genômica, independente da síntese protéica (DAVIS e DAVIS, 2002). Sugere-se que 

os mecanismos não genômicos sejam importantes para a proliferação e mobilidade 

de células endoteliais e de algumas células tumorais por regular a dinâmica de 

remodelamento do citoesqueleto (DAVIS et al., 2008). Outros efeitos diretos 

mediados por T3 incluem mudanças em canais iônicos de membrana, no 

translocador de nucleotídeo mitocondrial, e em vias de sinalização intracelular no 

coração (DAVIS e DAVIS, 2002; HIORI et al., 2006). 

 O excesso ou deficiência do hormônio tireoideano provoca síndromes 

denominadas hiper- e hipotireoidismo, respectivamente. O hipotireoidismo é a 

deficiência hormonal patológica mais comum na população e apresenta diversos 

sintomas clínicos, incluindo bradicardia, enfraquecimento muscular, intolerância ao 

frio, fadiga, depressão, infertilidade e alterações no ciclo menstrual (ROBERTS e 

LADENSON, 2004; DEVDHAR et al., 2007). Os sintomas característicos do 

hipertireoidismo são taquicardia, fibrilação atrial, ansiedade, agitação e perda de 

peso (COOPER, 2003; NAYAK e HODAK, 2007).  

 

1.4.1 – Papel dos hormônios tireoideanos na termogênese 

 

Os hormônios tireoideanos aumentam a taxa metabólica basal, estimulando a 

termogênese obrigatória, e são considerados essenciais para a termogênese 

adaptativa (SILVA, 2006). Animais hipo- e hipertireóideos apresentam intolerância 

ao frio e calor, respectivamente, evidenciando o papel dos hormônios tireoideanos 

na homeostase da temperatura corporal (SILVA, 2003). Além disso, pequenos 

roedores hipotireóideos desenvolvem hipotermia profunda quando expostos ao frio, 
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sendo rapidamente revertida após 24 - 48 horas de injeções de baixas doses de T4 

suficientes para normalizar o estado eutireóideo no BAT (BIANCO e SILVA, 1987). 

Animais que não expressam a desiodase 2 (D2) ou os receptores do hormônio 

tireoideano também são intolerantes às baixas temperaturas (CHRISTOFFOLETE et 

al., 2004; GOLOZOUBOVA et al., 2004). 

Os mecanismos que aumentam a termogênese obrigatória envolvem o 

aumento do consumo de ATP e a redução da eficiência termodinâmica para a 

síntese de ATP. O aumento da hidrólise de ATP para manter o gradiente iônico 

contribui para o aumento da produção de calor. Direta ou indiretamente, os 

hormônios tireoideanos estimulam a entrada de Na+ nas células e a extrusão de K+, 

forçando a Na+-K+-ATPase a manter o gradiente entre esses dois íons às custas da 

hidrólise de ATP (HABER e LOEB, 1986; ISMAIL-BEIGI et al., 1986). Além disso, a 

expressão da Na+-K+-ATPase é regulada positivamente pelos hormônios 

tireoideanos (ISMAIL-BEIGI, 1992). Entretanto, sugere-se que a contribuição da 

atividade dessa enzima no gasto energético dependente de hormônio tireoideano 

seja muito pequena no estado eutireóideo (EDELMAN e ISMAIL-BEIGI, 1974). Outra 

enzima regulada positivamente pelo hormônio tireoideano é a SERCA. Diversos 

trabalhos mostraram que o hipertireoidismo promove o aumento da expressão da 

SERCA 1 em músculo vermelho (solear) (SIMONIDES e VAN HARDEVELD, 1989; 

ARAI et al., 1991; SAYEN et al., 1992). Associado ao aumento de expressão de 

SERCA 1 em músculo vermelho, observou-se um aumento da atividade ATPásica 

desacoplada e da produção de calor pela SERCA (ARRUDA et al., 2003). Estima-se 

que 40 – 50 % da mudança da taxa metabólica muscular observada na transição do 

estado hipotireóideo para o eutireóideo seja devido à homeostase de cálcio 

promovida pelo RS (CLAUSEN et al., 1991). Portanto, a atividade da SERCA pode 
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ser considerada um importante mecanismo para a regulação da termogênese 

corporal. Grande parte dos trabalhos que investigam os mecanismos moleculares da 

termogênsese adaptativa é realizada em roedores de pequeno porte que possuem 

BAT, como ratos e camundongos. Nesta tese, pretende-se investigar o papel dos 

hormônios tireoideanos na termogênese muscular de coelhos expostos ao frio. 

T3 é considerado o principal regulador da biogênese mitocondrial (MUTVEI et 

al., 1989), modulando a expressão de diversos genes nucleares e mitocondriais 

(WRUTNIAK-CABELLO et al., 2001; HARPER e SEIFERT, 2008). Os hormônios 

tireoideanos podem influenciar diretamente a transcrição de genes que codificam 

enzimas da fosforilação oxidativa através da ligação a receptores de hormônio 

tireoideano presentes na mitocôndria (SEKERIS, 1990; ENRIQUEZ et al., 1999; 

WRUTNIAK-CABELLO et al., 2000). PGC1α, UCPs, citocromo oxidase e ATP 

sintase são exemplos de proteínas reguladas positivamente pelo hormônio 

tireoideano (SILVA, 2006). No BAT de pequenos roedores, a ação sinérgica dos 

hormônios tireoideanos e do sistema nervoso simpático afeta a expressão e 

atividade da UCP1, promovendo a fosforilação oxidativa desacoplada e a produção 

de calor. A termogênese do BAT é um processo termoregulatório importante em 

neonatos, animais hibernantes e em pequenos mamíferos, como ratos e 

camundongos (HIMMS-HAGEN, 1989, 1995; CANNON e NEDERGAARD, 2004). Já 

no músculo esquelético, o aumento de T3 induz o aumento da UCP3, promovendo o 

desacoplamento mitocondrial (GONG et al., 1997; MORENO et al., 1997; DE LANGE 

et al., 2007). 
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1.4.2 – Papel dos hormônios tireoideanos na fisiologia cardiovascular 

 

 Os fibroblastos são as células predominantes no coração, embora não 

participem da contração muscular. Os cardiomiócitos representam somente um terço 

das células cardíacas e contêm mais de 60 % das proteínas existentes no coração 

devido ao seu tamanho (DILLMANN, 2002). Além disso, os cardiomiócitos 

apresentam alta expressão de receptores nucleares de hormônios tireoideanos, 

principalmente TRα (GLOSS et al., 2001). Entretanto, a conversão de T4 para T3 em 

cardiomiócitos de roedores é insignificante em decorrência da baixa expressão de 

D1 e D2 (PACHUCKI, 2001). Por essa razão, a maioria do T3 deriva da captação 

direta do sangue.  

 Os efeitos do hormônio tireoideano no cardiomiócito estão intimamente 

associados com a função cardíaca via regulação da expressão de genes 

regulatórios e estruturais. O hipertireoidismo está associado a um aumento da 

contração cardíaca, aumentando a velocidade de relaxamento diastólico e a 

freqüência cardíaca (KLEIN e OJAMAA, 2001). Em muitos casos, a sensibilidade ao 

sistema β-adrenérgico pode estar aumentada no estado hipertireóideo (POLIKAR et 

al., 1993), possivelmente devido ao aumento da expressão de receptores β-

adrenérgicos (BAHOUTH, 1991). As alterações na contração cardíaca são 

decorrentes de mudanças de expressão de proteínas envolvidas na homeostase de 

cálcio e de proteínas que compõem os miofilamentos. A estequiometria entre 

SERCA2 e fosfolambam é um fator importante para a regulação da contração e do 

relaxamento cardíaco. O aumento de SERCA e a diminuição de fosfolambam no 

coração hipertireóideo resultam em um aumento da atividade da captação de cálcio, 

já que a SERCA está menos inibida pela fosfolambam (ARAI et al., 1991; HARTONG 
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et al., 1994; KIMURA et al., 1994; KISS et al., 1994; REED et al., 2000). Além disso, 

a expressão da sarcolipina está reduzida no átrio de camundongos hipertireóideos 

(MINAMISAWA et al., 2006). T3 aumenta a expressão dos canais de rianodina 

(JIANG et al., 2000) e regula negativamente a expressão da cadeia pesada da β- 

miosina (HADDAD et al., 2003; KLEIN e DANZI, 2007). O hipertireoidismo em 

humanos e em modelos experimentais leva a uma hipertrofia cardíaca, resultante do 

aumento do trabalho imposto no coração pelo aumento da carga hemodinâmica 

(KLEIN e HONG, 1986; BIONDI et al., 2000).  

 O hipotireoidismo induz o aumento da expressão da D2 no músculo cardíaco 

(WAGNER et al., 2003). A hipertrofia ventricular patológica está caracterizada por 

mudanças na expressão de proteínas contráteis semelhante ao observado no 

hipotireoidismo: diminuição da expressão de SERCA 2a e da isoforma α da cadeia 

pesada da miosina e aumento da expressão da isoforma β da cadeia pesada da 

miosina e fosfolambam (ITO et al., 2001; KLEIN e OJAMAA, 2001; WASSEN et al., 

2002).  Estes efeitos podem estar relacionados a uma diminuição da expressão de 

receptores de hormônios tireoideanos no coração (KINUGAWA et al., 2001) ou a um 

aumento da expressão de D3 que converte T4 e T3 para o hormônio inativo T3 

reverso (WASSEN et al., 2002) 

 Além de alterações na função contrátil, os hormônios tireoideanos afetam o 

metabolismo cardíaco pela modulação da expressão de proteínas envolvidas na 

glicólise (MYNATT et al., 1994; SUGDEN et al., 2000; KLEIN e DANZI, 2007; 

PORTMAN, 2008). A suplementação crônica de hormônio tireoideano diminui a 

atividade do complexo piruvato desidrogenase (PDH, do inglês pyruvate 

dehydrogenase) por aumentar a expressão de PDH quinase, que fosforila e inativa 

PDH (PRIESTMAN  et al., 1997; SUGDEN et al., 2000). O hipotireoidismo sistêmico 
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reduz a atividade da carnitina palmitoil transferase 1 muscular, principal reguladora 

da oxidação de ácidos graxos (MYNATT et al., 1994). Pacientes hipotireóideos 

apresentam hipercolesterolemia e um aumento dos níveis de lipoproteínas de baixa-

densidade (LDL, do inglês low-density lipoproteins) (DUNTAS, 2002). Alterações dos 

níveis dos hormônios tireoideanos provocam mudanças no metabolismo cardíaco 

por diversos mecanismos, acentuando os danos na função cardíaca gerados por 

modificações das propriedades contráteis. Entretanto, os efeitos dos hormônios 

tireoideanos na termogênsese cardíaca ainda não são completamente esclarecidos. 
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2 – OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral desta tese foi avaliar os mecanismos envolvidos no processo 

de interconversão de energia pela Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático de 

músculos cardíaco e esquelético de coelhos e ratos. Estudou-se o papel do 

hormônio tireoideano e o efeito da exposição ao frio na atividade termogênica da 

Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático de músculos cardíaco e esquelético de 

coelhos. Para entender as diferenças termogênicas entre ratos e coelhos, 

comparou-se a contribuição da Ca2+-ATPase de retículo sarcoplasmático de músculo 

esquelético desses animais na produção de calor. Além disso, investigou-se a 

capacidade da Ca2+-ATPase do retículo sarcoplasmático de músculos cardíaco de 

ratos e coelhos em utilizar glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP.  

 Os resultados desta tese serão divididos de acordo com os artigos abaixo: 

 

1) Artigo 1: Modulação do músculo cardíaco de coelhos pelo hormônio 

tireoideano e exposição ao frio: papel da Ca2+-ATPase do retículo 

sarcoplasmático e respiração mitocondrial. (KETZER et al., 2008. Submetido 

à revista American Journal of Physiology - Heart and Circulatory Physiology). 

 

2) Artigo 2: Termogênese no músculo esquelético em coelhos normais e 

hipotireóideos expostos ao frio: papel da Ca2+- ATPase de retículo 

sarcoplasmático. (ARRUDA e KETZER et al., 2008. Aceito para publicação na 

revista Endocrinology, com minor revisions). 
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3) Artigo 3:  

A) Produção de calor pela Ca2+-ATPase de músculo esquelético branco 

de ratos e coelhos. 

B) Utilização da glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP pela 

Ca2+-ATPase do músculo cardíaco de ratos e coelhos. 

(Ketzer e de Meis, Biochemical and Biophysical Research 

Communications 369:265–269, 2008) 
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3 – RESULTADOS 

 

 ARTIGO 1: Modulação do músculo cardíaco de coelhos pelo hormônio 

tireoideano e exposição ao frio: papel da Ca2+-ATPase do retículo 

sarcoplasmático e respiração mitocondrial.  

 Luisa A Ketzer, Ana Paula Arruda, Denise P Carvalho e Leopoldo de Meis. 

 Artigo submetido à revista American Journal of Physiology - Heart and 

Circulatory Physiology, 2008. 

 O papel dos hormônios tireoideanos na atividade termogênica da Ca2+-

ATPásica de retículo sarcoplasmático foi recentemente descrito em músculos 

esqueléticos branco e vermelho de coelhos (ARRUDA et al., 2003). Entretanto, 

diferente do músculo esquelético, o coração expressa somente a isoforma 2 da 

Ca2+-ATPase (SERCA 2a), que é regulada pela proteína fosfolambam (PLB). Nesse 

trabalho, investigou-se a atividade termogênica da SERCA 2a de coração de 

coelhos eu, hipo e hipertireóideos. Além disso, estudou-se o efeito da exposição ao 

frio (4°C por 72 ou 240 horas) de coelhos eutireóideos na atividade da SERCA 2 de 

músculo cardíaco. Associado a esses resultados, avaliou-se as alterações na 

respiração mitocondrial cardíaca de coelhos em resposta ao estado tireóideo e à 

exposição ao frio.  

 

 Os principais resultados deste trabalho foram: 

1) O hipertireoidismo promove o aumento da expressão de SERCA 2 e o 

aumento da fosforilação do resíduo de Ser16 da PLB. Entretanto, o 

conteúdo de PLB total não é alterado. Como resultado do aumento da 

razão SERCA 2/ PLB, observa-se um aumento da captação de cálcio e da 
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taxa de hidrólise de ATP no coração desses coelhos. A velocidade de 

consumo de oxigênio está aumentada em decorrência da elevação do 

número de mitocôndrias, já que a atividade citrato sintase é maior. A 

citrato sintase é uma enzima usualmente utilizada como indicador de 

número de mitocôndrias. 

2) A expressão de PLB está aumentada no coração de coelhos 

hipotireóideos, porém a PLB encontra-se mais desfosforilada. A expressão 

de SERCA 2a não sofre alteração neste tecido.  Conseqüentemente, a 

atividade da SERCA está mais inibida pela PLB. Pode-se confirmar essa 

inibição pela redução da captação de Ca2+, atividade ATPásica e produção 

de calor. No coração hipotireóideo, observa-se uma diminuição 

significativa do consumo de oxigênio associada a uma redução da 

atividade da citrato sintase (biogênese mitocondrial).     

3) A exposição ao frio (4°C) de coelhos eutireóideos por 72 horas promove 

um aumento da expressão de SERCA 2 e PLB fosforilada (Ser16) no 

músculo cardíaco, semelhante ao observado no hipertireoidismo. Em 

contraste, ocorre uma redução do conteúdo total de PLB. As alterações de 

expressão verificadas levam ao aumento da atividade da SERCA nesses 

animais, visto pelo aumento significativo da captação de Ca2+ e taxa de 

hidrólise de ATP. A velocidade de consumo de oxigênio aumenta 

significativamente em células permeabilizadas do coração de coelhos 

aclimatados a 4°C por 72 horas. Curiosamente, as alterações observadas 

na expressão de proteínas, nos parâmetros cinéticos da SERCA e na 

respiração mitocondrial são revertidas após 240 horas de exposição ao 
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frio, sugerindo uma adaptação do músculo cardíaco destes animais à 

baixa temperatura. 

4) Os hormônios tireoideanos e a exposição ao frio não promovem um 

aumento da produção de calor por mol de ATP hidrolisado (∆Hcal).  
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Abstract 

 Changes in thyroid hormones (TH) promote alterations in biochemical and physiological 

functioning of heart. These alterations are related within proteins responsible for calcium homeostasis 

and contraction. In addition, it is well documented that thermoregulation in homeotherms is dependent 

of TH. However, little is known about the role of thyroid hormone in rabbit cardiac muscle 

thermogenesis. In this report, we investigated heat production by cardiac sarcoplasmic reticulum Ca2+-

ATPase in hypo- and hyperthyroid rabbits. We also studied the cold exposure of euthyroid rabbits and 

measured the mitochondrial respiration of permeabilized cardiac cells. Hyperthyroidism and short-

term cold exposure (72 hours) increased calcium uptake, ATPase activity and oxygen consumption in 

heart. In contrast, hypothyroid rabbits exhibit a decrease in calcium cycling and mitocondrial 

respiration. These changes were associated with alterations in SERCA2a/PLB ratio, PLB(Ser16) 

phosphorylation and mitochondrial density. Interestingly, in euthyroid animals exposed to 4°C for 240 

hours were normal kinetic parameters of SERCA and mitochondria, suggested an adaptation to low 

temperature. The calorimetric enthalpy (∆Hcal) of SERCA 2a, calculated by dividing the amount of 

heat released by the amount of ATP hydrolyzed, was not modulated by TH or cold exposure. In 

addition, the ∆H
cal

 of heart was several fold lower than that measured in skeletal muscles. In 

conclusion, these data show that mitochondrial oxidative phosphorylation and SERCA function are 

essential to sustained contractile function in response to cold exposure and changes in thyroid state. 

 

Introduction 

 Thyroid hormone (TH) significantly affects the cardiovascular system, producing profound 

changes in cardiac contractility, cardiac output, blood pressure, and myocardial oxygen consumption 

(5, 21). The mechanisms underlying these changes include direct gene transcriptional regulation by 

thyroid hormone, affecting the excitation-contraction coupling through alterations in cytosolic Ca
2+

 

cycling (23, 42, 46) and myofilaments expression (16, 17, 27). Furthermore, TH mediates energetic 

metabolism changes in myocardium (40) and interacts with the sympathetic nervous system (SNS) by 

altering adrenergic receptor function and/or density (3, 30, 44). 
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 The sarcoplasmic reticulum (SR) plays a central role in the contraction and relaxation 

coupling of the myocardium. The SR Ca
2+

-ATPase (SERCA) transports Ca
2+

 inside the SR lumen 

using ATP hydrolysis as energy source (10, 18, 20). Three distinct genes encode SERCA isoforms, but 

the physiological significance of this isoform diversity is not clear. Cardiac muscle express only the 

SERCA 2a protein, white muscles express SERCA1 and red muscles express both SERCA 1 and 

SERCA 2a and. The SERCA 2b and SERCA 3 genes are expressed in non-muscular tissues such as 

blood platelets and lymphoid tissue (30, 31, 32).  

 The thyroid hormone 3,5,3´-triiodo L-thyronine (T3) regulates the expression and the function 

of SERCA proteins, and these effects vary depending on the muscle type (1, 2, 43, 45). In the heart, 

SERCA 2a expression is modulate by T3 levels, and this effect is accompanied by alterations in 

phospholamban (PLB) content, a protein that inhibits SERCA activity through direct protein-protein 

interaction (1, 34, 35, 42). Recently, it has been demonstrated that SERCA 1 is able to hydrolyze ATP 

uncoupled from Ca
2+

 transport, corresponding to a pathway through which the enzyme converts most 

of the energy derived from ATP hydrolysis into heat (12). This uncoupled activity is positively 

regulated by thyroid hormone in skeletal muscle (2, 41), and is responsible for changes in muscular 

thermogenesis (11). Contrasting with the role of T3 in skeletal muscle, little is known about the role of 

thyroid hormone in cardiac muscle thermogenesis.  

 Chronic exposure to low temperature is associated with high incidence of hypertension and 

related cardiovascular diseases, including cardiac hypertrophy (15, 47, 49). Acute cold exposure leads 

to (i) increased heart rate; (ii) systolic and diastolic blood pressures, and (iii) enhanced cardiovascular 

responsiveness to β-adrenergic stimulation (4, 15). Previous studies have shown that cold exposure 

activates the SNS (37) and increase circulating thyroid hormones (36). There are several reports 

dealing with the effect of cold exposure on rats. However, as far as know, the effect of cold exposure 

in rabbits has not been studied. One of the main differences between rat and rabbits is the presence of 

brown adipose tissue (BAT) in rats. It is well documented that thermoregulation of rats depends 

substantially on the BAT function. As far as we know, there are scant or no evidence of BAT in 

rabbits. Therefore, it could be expected that the effect of cold exposure and thermoregulation in rats 

and rabbits could be different. In this report, we investigated the heat production by heart Ca2+-ATPase 
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in hypo- and hyperthyroid rabbits. We also studied the cold acclimatization of euthyroid rabbits and 

measured the oxidative metabolism of permeabilized cardiac cells.  

 

Materials and Methods 

 

 Hyperthyroidism, hypothyroidism and cold acclimation: Adult male New Zeland white rabbits 

were divided into different groups: euthyroid, hypothyroid, and hyperthyroid rabbits kept at room 

temperature (25-28°C) and euthyroid animals exposed to 4°C for either 72 hours or 240 hours. 

Hypothyroid state was induced by oral administration of propylthiouracil (0.08%), in drinking water 

for 21 days (6). Hyperthyroidism was induced by injection of T4 (100 µg/ kg body weight), 

subcutaneously, for 10 days (1, 2). Blood was obtained at the day of sacrifice by cardiac puncture and 

serum T4 and T3 levels were determined by specific radioimmunoassays kit using 
125

I as tracer (2). 

During all the experiments, the animals were treated in accordance with the published rules for animal 

laboratorial care and the protocol has been approved by the Institutional Committee for the Use of 

Animals for Research (CAUAP). 

 Gel electrophoresis and Western blot. Protein samples were resolved on polyacrylamide gels: 

7.5 % for SERCA2 protein, 10 % for (Ser16) phosphorylated phospholamban and 13 % for total 

phospholamban, according to Laemmli (28). Electrotransfer of proteins from the gel to polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membranes were performed for 20 min at 250 mA per gel in 25 mM Tris, 192 mM 

glycine and 10% methanol using a Mini Trans-Blot cell from Bio-Rad. Membranes were blocked with 

3% non-fat dry milk in Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20 for 1h at room temperature. 

Membranes were then washed and incubated for 1h with anti-SERCA2, anti-PLB or anti-

phospho(Ser16)-PLB monoclonal antibodies at room temperature. The membranes were washed and 

incubated with anti-mouse secondary antibody. The immunoblots were revealed using an ECL 

detection kit from Amersham-Pharmacia Biotech, UK. Monoclonal antibody SERCA 2 (clone IID8) 

was obtained from Affinity Bioreagents Inc. (Brazil) and monoclonal antibodies PLB and 

phospho(Ser
16

)-PLB were obtained from Upstate Biotechnology.  
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 Sarcoplasmic reticulum vesicles (SRV). Vesicles derived from the longitudinal sarcoplasmic 

reticulum of rabbit cardiac muscle were prepared as previously described (13) and stored at -70
o
C.   

 Ca
2+

 uptake. This parameter was measured by the filtration method (8). For 45Ca uptake, trace 

amounts of 
45

Ca were included in the assay medium. The reaction was arrested by filtering samples of 

the assay medium through Millipore filters. After filtration, the filters were washed five times with 5 

ml of 3 mM La(NO3)3 and the radioactivity remaining on the filters was counted using a liquid 

scintillation counter. 

 ATPase activity. ATP hydrolysis was estimated by measuring the Pi released using a 

colorimetric method (14). The reaction was arrested with trichloroacetic acid (final concentration 5% 

w/v). Two different ATPase activities can be distinguished in sarcoplasmic reticulum vesicles (10, 18, 

20). The magnesium-dependent activity (Mg2+-ATPase) requires only Mg2+ for its activation and is 

measured in the presence of 10 mM EGTA to remove contaminant Ca2+ from the medium. The Ca2+-

dependent ATPase activity (Ca
2+

-ATPase), which is correlated with Ca
2+

 transport, is determined by 

subtracting the Mg2+-ATPase from the activity measured in the presence of both Mg2+ and Ca2+.  In the 

figures and tables the values of SERCA ATPase activity corresponds to the Ca2+-ATPase. 

 Heat of reaction. This was measured using an OMEGA Isothermal Titration Calorimeter from 

Microcal, Inc. (Northampton, MA). The calorimeter cell (1.5 ml) was filled with reaction medium, and 

the reference cell was filled with Milli-Q water. After equilibration at 35 oC, the reaction was started 

by injecting vesicles into the sample cell and heat change was recorded for 30 min. The volume of 

vesicle suspension injected into the reaction cell varied between 0.03 and 0.05 ml. Heat change 

measured during the initial 2 min after vesicle injection was discarded in order to avoid artifacts such 

as heat derived from the dilution of the vesicle suspension and binding of ions to the Ca
2+

-ATPase. 

The duration of these events is less than one minute. Calorimetric enthalpy (∆Hcal) is calculated by 

dividing the amount of heat released by the amount of ATP hydrolyzed at the same time (12). The 

units used were moles for substrate hydrolyzed and kcal for heat released. Negative values indicate 

that the reaction is exothermic. In a typical experiment the assay media was divided into three 

samples, which were used for the simultaneous measurement of Ca
2+

 uptake, ATP hydrolysis and heat 
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release. These different measurements were started simultaneously with vesicles to a final 

concentration of 50 µg protein/ml. 

 Oxygen consumption and citrate synthase activity. For oxygen consumption measurements, a 

small piece (1-2 mg) left ventricular muscle was placed into a Petri dish on ice with 1 ml of relaxing 

solution containing Ca2+/EGTA buffer (10 mM), free calcium (0.1 µM),  imidazole (20 mM), K+ 2-(4-

morpholino) ethanesulfonic acid (MES; 50 mM), dithiothreitol (DTT; 0.5 mM), MgCl2 (6.56 mM), 

ATP (5.77 mM), phosphocreatine (15 mM), pH 7.1, and individual fiber bundles were separated with 

a sharp forceps. The fiber bundles were permeabilized for 30 min in 3 ml of ice-cold relaxing solution 

containing saponin (50 µg/ml). The fibers were washed with a medium (MitoMed2; Oroboros, 

Innsbruck, Austria) containing: Na2EDTA (0,5 mM), MgCl2.6H2O (5 mM), KH2PO4 (10 mM), 

Mannitol (110 mM), KCl (60 mM), Tris (60 mM) two times for 10 minutes. The muscle bundles were 

then immediately transferred into a respirometer (Oxygraph-2k; Oroboros) containing an air-saturated 

respiration medium at 25°C. We choose 25°C since in this temperature the amount of oxygen 

available in the assay medium is greater than at 37°C. The respiration medium (MiR05; Oroboros, 

Innsbruck, Austria) composition contained sucrose (110 mM), potassium lactobionate (60 mM), 

EGTA (0.5 mM), MgCl2.6H2O (3 mM), taurine (20 mM), KH2PO4 (10 mM), HEPES (20 mM), bovine 

serum albumin (2 mg/ml), pH 7.1. The maximal respiratory rate was measured in a mixture containing 

succinate (10 mM), pyruvate + malate (5 mM) and ADP (2 mM). The Oxygraph-2k is a two-chamber 

titration-injection respirometer with a limit of oxygen flux detection of 1 pmol s−1 ml−1 (7). Citrate 

synthase activity was determined spectophotometrically, as described previously (19). 

 Statistical Analysis. All results were analyzed by unpaired t-test. 

 

Results 

 

Body weight, heart weight and hormone levels.  

 Serum levels of T4 and T3 were significantly elevated in hyperthyroid rabbits (p<0.001) and 

decreased in hypothyroid rabbits (Table 1). Compared with the euthyroid rabbits, the normalized heart 

weight (heart weight / body weight) was significantly increased in hyperthyroid rabbits (p<0.001; 
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Table 1). This modification was due to both a decrease in body weight (final body weight 2.62 ± 0.10 

kg (n=17) in euthyroid and 2.11 ± 0.09 kg (n=9) in hyperthyroid animals; p<0.02) and an increase in 

heart weight (5.53 ± 0.22 mg (n=15) in euthyroid and 6.17 ± 0.40 mg (n=11) in hyperthyroid animals). 

These values indicate that hyperthyroid rabbits tend to develop a cardiac hypertrophy. In hypothyroid 

rabbits the final body weight did not change significantly but the heart weight decreased from 5.53 ± 

0.22 (n=15) mg in euthyroid to 4.61 ± 0.16 mg (n=4) in hypothyroid rabbits (p<0.001). Therefore, 

different from hyperthyroid rabbits, the decrease of normalized heart weight in hypothyroid animals 

(p<0.01, Table 1), was mainly due to a reduction of the cardiac weight.  

 There was no change of heart weight in euthyroid rabbits exposed to 4 °C for 72 or 240 hours. 

In spite of the heart weight, the serum T3 level was significantly increased in short-term cold exposure 

(72 hours) when compared to euthyroid rabbits kept at room temperature. The serum T3 level returned 

to the normal level when the low temperature exposure was raised from 72 to 240 hours. These data 

suggest that short-term cold exposure rapidly stimulates the thyroid gland, increasing serum T3 levels. 

Stimulation would then be abolished when the rabbit adapted at 4o C. 

 

Western-blot analysis of SERCA2, PLB and phospho(Ser
16

)-PLB.  

 The relative levels of SERCA2, PLB and phospho(Ser16)-PLB proteins were determined by 

quantitative immunoblotting using monoclonal antibodies. The ratio of SERCA2/PLB protein is an 

important determinant of calcium cycling kinetics in the cardiac myocyte (22, 26). In addition, Ser16 

phosphorylation of PLB by cAMP-dependent protein kinase (PKA) relieves the inhibition of SERCA2 

and is considered to be the primary mechanism by which β-adrenergic agonists exert positive inotropic 

actions on the heart (26). Hyperthyroidism induced an increase in SERCA2 expression (2.1 folds) and 

the phosphorylation levels of PLB (1.3 folds), but had no effect in total PLB protein expression 

(Figure 1). We observed that in rabbits there is a decrease in SERCA2a-to-PLB ratio in 

hypothyroidism, which was mainly due to the increase in PLB protein levels (1.44 folds) and was not 

accompanied by a decrease in SERCA2 levels. Furthermore, the phosphorylated PLB level was 

decreased in hypothyroid hearts (Figure 1E).  
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 We now show that a short term cold exposure of euthyroid rabbits mimics the effect noted in 

hyperthyroidism. A comparison between euthyroid rabbits kept at room temperature and rabbits kept 

at 4°C during 72 hours revealed a significant change in the pattern of protein expression.  In rabbits 

kept at 4°C for 72 h there was a ~25% increase of SERCA 2 expression (Fig. 1B), and a ~40% 

decrease of PLB expression (Fig. 1D). From the PLB available in the cell, the fraction phosphorylated 

in rabbits heart kept at 4°C for 72 h was ~75 % higher than that found in rabbits kept at room 

temperature (Fig. 1F). Interestingly, all the modifications were abolished when the duration of cold 

exposure was raised from 72 to 240 h (Figure 1B, D and F). These data suggest that short-term cold 

exposure increases Ser16 phosphorylation of PLB, probably due to an increased thyroid function 

(Table 1) which would account for   increased SERCA2 expression and decreased in PLB content. 

What surprised us was that all these effects are reversible after long-term cold exposure (240 hours), 

as if in rabbits, cold exposure would simulate a temporary hyperthyroidism. 

 

Kinetic parameters of SERCA: Ca2+ uptake, ATP hydrolysis and heat production. 

 Taffet et al. (1992) reported that the Km for ATP of rat cardiac muscle SR was 6-10 higher for 

Mg2+-ATPase activity than for Ca2+-ATPase activity (500 µM vs 50 µM, respectively). For this 

reason, we tested ATP-regenerating system, composed by ATP (50 µM), phosphoenolpyruvate (2 

mM) and pyruvate kinase (10 U/ml), in the assay medium to reduce ATP availability. Using this 

system, a higher proportion of the total ATPase activity corresponded to Ca2+-ATPase activity (72.4 ± 

1.3 %, Fig. 2B) than with 1 mM ATP (36.8 ± 2.3 %, Fig. 2A) in rabbit cardiac SR. Thus, all kinetic 

parameters of SERCA were measured using the ATP-regenerating system. 

 Hyperthyroidism for 10 days and cold exposure for 72 hours caused similar effects in Ca2+ 

uptake, increasing both the initial rate of Ca
2+

 uptake and the amount of Ca
2+

 accumulated by SERCA 

vesicles isolated from rabbit cardiac muscle (Figure 3 and Table 2). The enhancement in Ca
2+

 uptake 

was probably due to the increased SERCA2a-to-PLB ratio and PLB phosphorylation in these animals. 

However, no significant alterations were observed in heat released by SERCA, suggesting that this 

enzyme activity is more coupled to calcium transport. Rabbits acclimated to 4°C for a longer period 

(240 hours) had the same SERCA kinetic parameters as those from control room acclimated rabbits, 
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suggesting an adaptation to low temperature. Although SERCA2 protein level remained unchanged, 

the SERCA2a-to-PLB ratio was significantly reduced in the hypothyroid animals compared with the 

control group, leading to reduction in the amount of Ca2+ accumulated (Figure 3A), the rate of Ca2+- 

dependent ATPase activity (Figure 4A) and heat production (Figure 5A) by SERCA2.  

 Heat generation plays a key role in the regulation of metabolism and energetic balance of the 

cell. The ∆H calorimetric (∆Hcal) is determined by dividing the rate of heat production by the rate of 

ATP hydrolysis; the negative value indicates that the reaction is exothermic (2). It was shown that the 

∆Hcal of SRV derived from rabbit white muscle, which express only Ca2+-ATPase isoform 1, is higher 

(∆Hcal -20 to -22 kcal/mol) than of SRV derived from rabbit red muscle (∆Hcal -10 to -12 kcal/mol), 

which express both SERCA 1 and 2a isoforms (10, 11, 41). In this paper, we have shown for the first 

time that SRV isolated from cardiac muscle exhibited a ∆Hcal several folds lower (∆Hcal -4 to -5.5 

kcal/mol) than that observed in others muscles (Table 2). Cardiac muscle expresses only SERCA 2 

isoform, a unique characteristic of the heart. Furthermore, neither thyroid hormone nor cold exposure 

was able to modulate the amount of heat released during the hydrolysis of each ATP molecule (∆Hcal) 

(Table 2). 

 

Oxygen consumption and citrate synthase activity. 

 Oxygen consumption was measured in permeabilized left ventricular muscle fibers (Fig 7A 

and B). Cardiac muscles derived from hyperthyroid rabbits consumed more O2 than control cardiac 

muscle. A similar result was observed in hearts of euthyroid rabbits acclimated at 4°C for 72 hours, in 

which a significant increase of mitochondrial O2 consumption occurred (1.44 fold). This not was 

observed in the hearts from animals subjected to long-term cold exposure. In contrast, hypothyroidism 

promoted a significant decrease (26 %) of mitochondrial respiration (Fig 7A and B).  

 Citrate synthase is an enzyme of the Krebs cycle commonly used as a marker of mitochondrial 

density (19). In order to verify whether the alterations in oxygen consumption described above were 

correlated with changes in mitochondria biogenesis, we measured citrate synthase activity. As shown 

in figure 7, the increase of citrate synthase activity was associated with the enhancement of 

mitochondrial respiration found in hyperthyroidism and in short-term cold exposure. In 



 

 

51 

hypothyroidism a decrease of citrate synthase activity was observed. Therefore, a direct relationship 

between mitochondrial O2 consumption and mitochondrial density occurred in the heart. Cold 

exposure for 10 days did not promote any change in citrate synthase activity in cardiac muscle. 

 

Discussion 

 

 The cardiovascular alterations that occur in various thyroid states are well recognized. The 

mechanisms for these changes include alterations in cardiac metabolism and protein expression in the 

contractile apparatus and sarcoplasmic reticulum. The present study shown new findings related to 

cardiac bioenergetics: 1) ∆H
cal 

of SERCA 2a not is modulated by thyroid hormone and cold exposure 

and is several folds lower than those skeletal muscles and 2) heart is able to adapt for long-term cold 

exposure, restoring calcium homeostasis and mitocondrial function. 

 Cardiac hypertrophy that occurs during hyperthyroidism (Table 1) is primarily the result of 

increased work imposed on the heart through enhancement of hemodynamic performance (24). 

Previous studies have shown that chronic cold exposure (≥ 4 weeks) promoted significant increase of 

heart weight, accompanied by elevations of systolic, diastolic and mean blood pressures (15, 50). Our 

results showed that acclimation at 4°C for 72 or 240 hours was not enough to promote cardiac 

hypertrophy (Table 1).  By contrast, hypothyroidism caused cardiac atrophy and leads to impaired 

cardiac function, as previously reported (29).  

 The stoichiometry of SERCA2a:PLB is an important determinant of calcium cycling kinetics 

in heart (22, 26). PLB is a transmembrane protein that interacts and inhibits SERCA by lowering its 

apparent Ca
2+

-affinity. Inhibitory interactions are disrupted by phosphorylation at distinct sites by 

different protein kinases: in residues Ser16 or Thr17 by cAMP-dependent or Ca2+-calmodulin-dependent 

protein kinase, respectively. Phosphorylation of Ser
16

 in PLB can occur independently of Thr
17

 in vivo 

and may be a prerequisite for Thr
17

 phosphorylation during β-agonist stimulation (9). Here we showed 

that short-term cold exposure (72 hours) enhanced the ratio of SERCA2a:PLB in a manner similar to 

observed in hyperthyroid animals. Furthermore, both animals exhibit high level of Ser
16

 

phosphorylated PLB, causing a significant increase in SERCA 2 pumping activity (Figure 3). These 
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effects were associated with increase serum T3 levels (Table 1). Interestingly, Mirit et al. (1999) 

described opposites effects in cardiac muscle of rats acclimated to heat (34°C) for 4 weeks, showed 

decrease in SERCA2a:PLB ratio and serum levels of T3 and T4. 

 It is well documented that effect of T3 on SERCA expression and function varies depending 

on the muscle type (1, 2, 43, 45). In addition, high T3 levels promote an increase in uncoupled ATPase 

activity in white (0.8 folds) and red (4 folds) muscles. This uncoupled activity was attributed to 

SERCA1 isoform and contribute to muscular thermogenesis (2). In cardiac muscle, which express 

only SERCA2 isoform, changes in thyroid state not were accompanied with alterations in uncoupled 

ATPase activities, as observed by similar values of ∆Hcal between groups (Table 2). As expected, 

cardiac muscle not contributed to increase of heat production in response to environmental changes 

and thyroid state. 

 Kojima et al. (1994) suggested that intracellular calcium plays a regulatory role in the link 

between cardiac mechanics and energy production. The increased cardiac performance is associated 

with an increased calcium load within myocyte, increasing force generation (25). Ours data showed 

that the increase calcium cycling in hyperthyroid and short-term cold-exposed hearts was related to 

enhancement of mitochondrial function and biogenesis. This relationship is associated with 

stimulation of thyroid gland, augmenting cardiac output. Thyroid hormones regulate transcription of a 

number of nuclear and mitochondrial-encoded respiratory genes (38).  

 In summary, this paper showed important contribution for understood of cardiac bioenergetics: 

heat production was not affected by thyroid hormone, since calorimetric enthalpy (∆Hcal) not varied 

between groups. However, mitochondrial oxidative phosphorylation and SERCA function was 

essential to sustained contractile function in response to the cold exposure and changes in thyroid 

state.  
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Legends of the figures: 
 

 
Figure 1 - SERCA2 (A, B), phospholamban (C, D) and phospho(Ser16)-phospholamban (E, F) 
expressions in cardiac muscle. Immunodetection was obtained with SERCA2, PLB and 

phospho(Ser16)-PLB specifics monoclonal antibodies. The approximate molecular mass of the proteins 

(in kDa) is indicated. The amount of protein used was 10 µg of SRV in SERCA2 and PLB, and 5 µg 

of homogenate in phospho(Ser
16

)-PLB.  (A, C and E) Proteins obtained from euthyroid, hypothyroid 

and hyperthyroid animals in room temperature (25°C). (B, D and F) Proteins obtained from euthyroid 

rabbits exposed to 25°C and acclimated at 4°C for 72 hours or 240 hours. The densitometric values 

represent arbitrary units (AU) and mean ± SE of 5 to 8 experiments * p < 0.05 (vs control and hypert); 

** p < 0.05 (vs control, 240 h at 4°C);  
#
 p < 0.001 (vs control, hypot and 240 h at 4°C ). 

 

Figure 2 – Total (●), magnesium (○) and calcium (X) dependent ATPases activities by vesicles 

derived from cardiac muscle in presence of 1 mM ATP (A) or 50 µµµµM ATP, 2 mM 
phosphoenolpyruvate and 10 U/ml pyruvate kinase (B). The assay medium was 50 mM Mops/Tris 

buffer (pH 7.0), 4 mM MgCl2, 0.05 mM CaCl2, 0.05 mM EGTA, 5 mM oxalate, 100 mM KCl, and 5 

mM NaN3. The Mg2+-dependent activity was measured in the presence of 10 mM EGTA to remove 

contaminant Ca
2+

 from the medium. The Ca
2+

-dependent ATPase activity was determined by 

subtracting the Mg
2+

-dependent activity from the activity measured in the presence of both Mg
2+

 and 

Ca2+. The reaction was performed at 35°C and was started by the addition of vesicles (50 µg 

protein/ml). The figure represents mean ± SE of 8 to 12 experiments. 

 

Figure 3 – Calcium uptake by vesicles derived from cardiac muscle The assay medium was 50 

mM Mops/Tris buffer (pH 7.0), 4 mM MgCl2, 0.05 mM CaCl2, 0.05 mM EGTA, 5 mM oxalate, 100 

mM KCl, and 5 mM NaN3. The reaction was performed at 35°C and was started by the addition of 

vesicles (50 µg protein/ml). The calculated free Ca2+ concentration in the medium was 2 µM. In A, 

euthyroid (●), hyperthyroid (▲) and hypothyroid (▼) rabbits exposed to room temperature (25°C). In 
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B, control rabbits exposed to 25°C (●), or acclimated at 4°C for 72 hours (X) or 240 hours (∆). The 

figure represents mean ± SE of 10 to 16 experiments.  # p < 0.05; * p < 0.02; & p < 0.001 (vs control).  

 

 

Figure 4 – Ca2+-ATPase activity by vesicles derived from cardiac muscle. The assay medium was 

50 mM Mops/Tris buffer (pH 7.0), 4 mM MgCl2, 0.05 mM CaCl2, 0.05 mM EGTA, 5 mM oxalate, 

100 mM KCl, and 5 mM NaN3. The reaction was performed at 35°C and was started by the addition of 

vesicles (50 µg protein/ml). The calculated free Ca2+ concentration in the medium was 2 µM. In A, 

euthyroid (●), hyperthyroid (▲) and hypothyroid (▼) rabbits exposed to room temperature (25°C). In 

B, control rabbits exposed to 25°C (●), or acclimated at 4°C for 72 hours (X) or 240 hours (∆). The 

figure represents mean ± SE of 6 to 12 experiments. * p < 0.05; ** p < 0.001 (vs control). 

 

Figure 5 - Heat released by vesicles derived from cardiac muscle. The assay medium was 50 mM 

Mops/Tris buffer (pH 7.0), 4 mM MgCl2, 0.05 mM CaCl2, 0.05 mM EGTA, 5 mM oxalate, 100 mM 

KCl, and 5 mM NaN3. The reaction was performed at 35°C and was started by the addition of vesicles 

(50 µg protein/ml). The calculated free Ca2+ concentration in the medium was 2 µM. In A, euthyroid 

(●), hyperthyroid (▲) and hypothyroid (▼) rabbits exposed to 25°C. In B, euthyroid rabbits exposed 

to 25°C (●), or acclimated at 4°C for 72 hours (X) or 240 hours (∆). The figure represents mean ± SE 

of 6 to 12 experiments. * p < 0.02 (vs control). 

 

Figure 6 - Effect of thyroid hormone and cold exposure on oxidative metabolism in cardiac 
muscles. (A and B) O2 flux in permeabilized cardiac muscle fiber derived from rabbit left ventricular. 

The muscle was permeabilized with saponin (5 µg/ml) and the oxygen consumption was measured in a 

high resolution oxygraph (Oxygraph-2k; Oroboros). The reaction medium was composed of sucrose 

(110 mM), K-MES (60 mM), EGTA (05 mM) MgCl2 (3 mM), taurine (20 mM), KH2PO4 (10 mM), 

HEPES (20 mM) and bovine serum albumin (2 mg/ml). The respiration was measured in the presence 

of succinate (10 mM), malate + piruvate (5 mM) and ADP (2 mM) at pH 7.1, a 25°C. (C and D) 
Citrate synthase activity was measured in total homogenates from rabbit left ventricular. In A and C, 

the cardiac muscle was derived from normal, hypothyroid (hypot) or hyperthyroid (hypert) rabbits 

kept to room temperature (25°C). In B and D, the cardiac muscle was derived from euthyroid rabbits 

exposed to room temperature (25°C) and acclimated at 4°C for 72 hours or 240 hours. Data are means 

± SEM of 4 to 6 experiments. * p < 0.05 (vs control), ** p < 0.001 (vs control). 
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TABLE 1 
 

Heart weight to body weigh ratio, serum total T3 and T4 in normal (control), hypothyroid 
(hypot) or hyperthyroid (hypert) rabbits kept to room temperature, and normal rabbits 
acclimated at 4°C for 72 hours or 240 hours.  

 

 

Rabbits 
Heart weight (g)/  

body weight (kg) 
T3 levels (ng/dl) T4 levels (µµµµg/dl) 

Euthyroid  at 25 °C 2.08 ± 0.11 (15) 218.0 ± 1.7 (4) 3.34 ± 0.17 (4) 

Hypothyroid at 25 °C 1.72 ± 0.01 (4)* < 10 (3) < 0.3 (3) 

Hyperthyroid at 25°C 3.27 ± 0.22 (5) ** 804.3 ± 13.6 (3)**  21.30 ± 1.55 (3)** 

Euthyroid  at 4 
o
C for 72 h 1.84 ± 0.06 (5) 265.7 ± 1.9 (3)** 4.31 ± 0.53 (3) 

Euthyroid  at 4 oC for 240 h 2.23 ± 0.12 (5) 210.7 ± 42.2 (3) 3.25 ± 0.37 (3) 

 

 
Values are means ± S.E. from n animals, * p < 0.01 (vs control) and ** p < 0.001 (vs control) 
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TABLE 2 
 

Ca
2+

 - uptake, ATPase activity, heat released and ∆H
cal 

from cardiac muscle.  

 

 
Euthyroid 

at 25°C 
Hypothyroid 

at 25°C 
Hyperthyroid 

at 25°C 
Euthyroid 

at 4°C for 72 h 
Euthyroid 

at 4°C for 240 h 

Ca2+ uptake      

Inicial velocity (nmol/ mg . min-1) 7.13 ± 0.55 (31) 5.28 ± 0.79 (14)* 12.48 ± 1.88 (16)* 11.15 ± 0.83 (14)** 6.62 ± 0.77 (10) 

Steady state (nmol/ mg) 51.65 ± 2.47 (31)  31.75 ± 3.85 (14)** 79.26 ± 7.91 (16)** 100.39 ± 7.89 (14)** 57.74 ± 6.82 (10) 

Ca2+ - ATPase (µµµµmol Pi/ mg . min -1) 0.08 ± 0.01 (37) 0.05 ± 0.01 (12)* 0.11 ± 0.01 (14)* 0.12 ± 0.01 (11)* 0.11 ± 0.01 (9)* 

Heat released (mcal/ mg . min -1) 0.42 ± 0.06 (28) 0.21 ± 0.05 (6)* 0.57 ± 0.09 (6) 0.53 ± 0.04 (8) 0.55 ± 0.04 (5) 

∆ Hcal (mcal/mol ATP) -5.26 ± 0.50 (28) -4.23 ± 0.41 (6) -5.04 ± 0.32 (6) -5.22 ± 0.47 (8) -5.48 ± 0.68 (5) 

 
Assay medium and experimental conditions were as described in Fig. 3. Values are mean ± SE. The 

numbers of experiments are in parenthesis. (*) p < 0.05 (vs control) and (**) p < 0.001 (vs control)  
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 6 
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 ARTIGO 2: Termogênese no músculo esquelético em coelhos normais e 

hipotireóideos expostos ao frio: papel da Ca2+- ATPase de retículo 

sarcoplasmático. 

 Ana Paula Arruda, Luisa Andrea Ketzer, Mariana Nigro, Antonio Galina, 

Denise P Carvalho e Leopoldo de Meis.  

 Artigo aceito para publicação na revista Endocrinology (2008), com poucas 

revisões.  

 

 Os mecanismos de termogênese em pequenos roedores, como ratos e 

camundongos, são diferentes daqueles encontrados em animais de grande porte, 

como coelhos, aves e humanos adultos. O tecido adiposo marrom (BAT) é o 

principal sítio termogênico em ratos, animais hibernantes e neonatos. Entretanto, em 

mamíferos de grande porte o BAT é pouco desenvolvido, sendo o músculo 

esquelético considerado o principal contribuinte para a produção de calor nestes 

animais. 

 O papel dos hormônios tireoideanos na homeostase da temperatura corporal 

é bastante estudado em ratos e camundongos. Sabe-se que ratos hipotireóideos 

apresentam severa hipotermia quando expostos a baixa temperatura. Entretanto, 

existem poucos estudos sobre a termogênese de mamíferos de maior porte 

desprovidos de BAT, como o coelho. Neste artigo, os efeitos da exposição ao frio 

(4°C por 10 dias) sobre a termogênese do músculo esquelético de coelhos 

eutireóideos e hipotireóideos foram investigados. 
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Os principais resultados desse artigo foram: 

 

1) A exposição de coelhos eutireóideos ao frio (4°C por 10 dias) promove um 

aumento da expressão de SERCA 1 no músculo vermelho e, 

conseqüentemente, um aumento significativo da captação de cálcio, atividade 

ATPásica e produção de calor pela SERCA. Observa-se um aumento da 

velocidade de consumo de oxigênio em músculo esquelético branco sem 

aumento do número de mitocôndrias nestes animais.   

2) Em temperatura ambiente, coelhos hipotireóideos apresentam redução da 

expressão e atividade da SERCA 1 no músculo vermelho em comparação 

com coelhos eutireóideos. O consumo de oxigênio está significativamente 

reduzido nos músculos esqueléticos branco e vermelho de coelhos 

hipotireóideos.  

3) Semelhante aos eutireóideos, os coelhos hipotireóideos mantêm a 

temperatura corporal constante durante o período de aclimatação ao frio. 

4) A exposição ao frio promove um aumento da velocidade de consumo de 

oxigênio de músculos esqueléticos branco e vermelho de coelhos 

hipotireóideos. Este aumento está associado ao aumento da atividade da 

citrato sintase. Além disso, observa-se um aumento da expressão e atividade 

da SERCA de músculo vermelho de coelhos hipotireóideos a 4°C.  
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Abstract 

It is known that brown adipose tissue (BAT) is involved in rats and mice thermoregulation. 

Heat produced by BAT depends on the concerted action of thyroid hormones and catecholamine. 

Little is known about cold-induced thermogenesis in mammals that have little or no BAT, such as 

rabbits. In these animals thermogenesis occur primarily in skeletal muscle. In this work we studied the 

effects of cold acclimation (4°C for 10 days) in normal and hypothyroid rabbits. It is known that 

hypothyroid rats die after a few hours of cold exposure. We now show that different from rats, 

hypothyroid rabbits sustained their body temperature and survive after 10 days cold exposure. When 

compared to rabbits kept at room temperature, the muscles of cold exposed rabbits showed a dark red 

color characteristic of oxidative muscle fibers. According to this pattern, we observed that in both 

normal and hypothyroid rabbits, cold exposure promotes an increase in oxygen consumption by 

skeletal muscle mitochondria. Moreover, in red muscle, cold acclimation promotes an increase in the 

expression and activity of sarcoplasmic reticulum Ca
2+

 ATPase isoform 1 (SERCA 1) expression, one 

of the muscle enzymes involved in heat production. We conclude that rabbit’s cold tolerance is 

probably related to an increase in both muscle oxidative metabolism and SERCA heat production and 

that these changes are not completely dependent of thyroid hormone.  

 

Introduction 

Homeothermic animals control their body temperature within a narrow range independently of 

the environment temperature. Shivering corresponds to an acute thermogenic response observed when 

animals are suddenly exposed to cold. Thereafter, in prolonged cold acclimation, shivering is 

progressively replaced by other mechanisms of heat production that are defined as non-shivering 

thermogenesis (1, 2). In mammals, thyroid hormones play a major role in the modulation of oxygen 

consumption and thermogenesis under basal conditions and during cold exposure (1, 3). 

Brown adipose tissue (BAT) is an important site of non-shivering thermogenesis in small 

rodents and newborn humans (4, 5). Heat production in BAT is regulated by the uncoupling protein 1 

(UCP1), a protein inserted in the mitochondria inner membrane. Enhancement of BAT heat production 
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is triggered by adrenergic stimulation of the brown adipocyte leading to: (a) activation of lipolysis and 

the release of fatty acids that increase UCP1 H
+
 permeability and heat production; (b) increase in 

UCP1 and type 2 deiodinase (D2) expressions. D2 converts thyroid hormone T4 into T3 that, in turn, 

amplifies BAT responsiveness to catecholamines and the adrenergic effect on UCP1 expression (3-7). 

The role of T3 in the overall process of heat production was established by the finding that 

hypothyroid rats do not survive to cold exposure, which parallels impaired BAT recruitment and 

UCP1 activation (8-10).  

Although being highly active in small mammals, BAT does not seem to be a major 

thermogenic organ in birds and adult larger mammals, including humans, ruminants and rabbits (11-

15). In these animals, skeletal muscles are the major source of heat (15-21), although the molecular 

mechanisms underlying muscle thermogenesis are not well understood. Heat production by oxidative 

metabolism seems to be important, since chicken (18-19) and rats (22) exposed to cold present an 

increase in mitochondria biogenesis and a transition from glycolytic to oxidative muscle fiber. Another 

important mechanism seems to be related to reactions involving ATP turnover, such as the 

maintenance of Ca2+ gradient mediated by the sarcoplasmic reticulum Ca2+ ATPase (SERCA).  

SERCA is an enzyme able to pump Ca
2+

 from the cytosol into the sarcoplasmic reticulum 

lumen using the energy derived from ATP hydrolysis (23, 24). SERCA 1 isoform, which is mainly 

found in white skeletal muscle and BAT, is also able to hydrolyze ATP through two different catalytic 

routes: one coupled and the other uncoupled from Ca
2+

 transport (23, 25-27). Experimental data 

indicate that in the coupled reaction, part of the energy derived from ATP cleavage is used to pump 

Ca
2+

 and part is released as heat. On the other hand, all the energy derived from ATP hydrolysis is 

converted into heat in the uncoupled ATPase reaction. Thus, although the total amount of energy 

released during ATP hydrolysis is always the same, the amount of energy that is converted into heat or 

is used to transport calcium is modulated by SERCA 1. As a result, SERCA 1 corresponds to a 

possible thermogenic device in skeletal muscle and BAT (23, 25-27). The expression and thermogenic 

function of SERCA 1 are positively regulated by thyroid hormones (27-32). In red muscle, SERCA 1 

expression is up-regulated in hyperthyroidism and it is down regulated in hypothyroidism (29-32), 
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leading to changes in red muscle thermogenesis accordingly (27, 31). Moreover, a 30–50% increase in 

SERCA1 expression was indeed found in cold-acclimated ducks (33). 

In this work, we examined the effects of cold acclimation on skeletal muscles of adult normal 

and hypothyroid rabbits, a mammal that does not use BAT as the main source of heat production.  

 

Material and methods 

 

Cold acclimation and hypothyroidism: We have studied the effects of cold acclimation on normal 

and hypothyroid adult male New Zeland white rabbits divided into four groups: normal and 

hypothyroid animals kept at room temperature (25-28°C) or maintained at 4°C for 10 days. 

Hypothyroid state was induced by the administration of propylthiouracyl to adult rabbits (0.08% w/v) 

in drinking water for 21 days. Hypothyroidism was confirmed by measurements of serum T4 and T3. 

The rabbits had free access to water and food. The amount of food intake and body weight mass has 

been evaluated. Blood was obtained at the day of sacrifice by cardiac puncture and the serum T4 and 

T3 levels were determined by chemoluminescence immunoassay (Bayer ACS:180, CH-Zürich) (34). 

During all the experiments, the rabbitss were treated in accordance with the published rules for animal 

laboratorial care and the protocol has been approved by the Institutional Committee for the Use of 

Animals for Research (CAUAP). 

 

Oxygen consumption and citrate synthase activity. For oxygen consumption measurements, a small 

piece (1-2 mg) of red (soleus) or white (gastrocnemius) skeletal muscle was placed into a Petri dish on 

ice with 1 ml of relaxing solution containing Ca2+/EGTA buffer (10 mM), free calcium (0.1 µM),  

imidazole (20 mM), K+ 2-(4-morpholino) ethanesulfonic acid (MES; 50 mM), dithiothreitol (DTT; 

0.5 mM), MgCl2 (6.56 mM), ATP (5.77 mM), phosphocreatine (15 mM), pH 7.1, and individual fiber 

bundles were separated with a sharp forceps. The fiber bundles were permeabilized for 30 min in 3 ml 

of ice-cold relaxing solution containing saponin (50 µg/ml). The fibers were washed with a medium 

(MitoMed2; Oroboros, Innsbruck, Austria) containing: Na2EDTA (0,5 mM), MgCl2.6H2O (5 mM), 
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KH2PO4 (10 mM), Mannitol (110 mM), KCl (60 mM), Tris (60 mM) two times for 10 minutes. The 

muscle bundles were then immediately transferred into a respirometer (Oxygraph-2k; Oroboros) 

containing an air-saturated respiration medium at 25°C. We choose 25°C since in this temperature the 

amount of oxygen available in the assay medium is greater than at 37°C. The respiration medium 

(MiR05; Oroboros, Innsbruck, Austria) composition contained sucrose (110 mM), potassium 

lactobionate (60 mM), EGTA (0.5 mM), MgCl2.6H2O (3 mM), taurine (20 mM), KH2PO4 (10 mM), 

HEPES (20 mM), bovine serum albumin (2 mg/ml), pH 7.1. The maximal respiratory rate was 

measured in a mixture containing succinate (10 mM), pyruvate + malate (5 mM) and ADP (2 mM). 

The Oxygraph-2k is a two-chamber titration-injection respirometer with a limit of oxygen flux 

detection of 1 pmol s
−1

 ml
−1

 (35). Citrate synthase activity was determined spectophotometrically, as 

described previously (36). 

Sarcoplasmic reticulum (SR) vesicles derived from rabbit muscle. White and red muscles were 

dissected from rabbit hind limb. Vesicles derived from the longitudinal sarcoplasmic reticulum (light 

fraction) of the two types of muscle were prepared as previously described (31, 37) and stored in 

liquid nitrogen. Prior to use, vesicles were diluted in a medium containing 50 mM MOPS/Tris buffer, 

100 mM KCl, 10 mM Pi and 10 µM CaCl2. 

Gel electrophoresis and Western blot. Protein samples were resolved on polyacrylamide gels: 7.5% 

for SERCA proteins, according to Laemmli (38). Electrotransfer of proteins from the gel to 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes were performed for 20 min at 250 mA per gel in 25 

mM Tris, 192 mM glycine and 10% methanol using a Mini Trans-Blot cell from Bio-Rad. Membranes 

were blocked with 3% non-fat dry milk in Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20 for 1h at room 

temperature. Membranes were then washed and incubated for 1h with anti-SERCA 1 or anti SERCA-2 

monoclonal antibodies at room temperature. The membranes were washed and incubated with anti-

mouse secondary antibody. The immunoblots were revealed using an ECL detection kit from 

Amersham-Pharmacia Biotech, UK. Monoclonal antibodies for SERCA 1 (clone IIH11) and SERCA 2 

(clone IID8) were obtained from Affinity Bioreagents Inc. (Brazil). 
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Ca
2+

 uptake. This parameter was measured by the filtration method (39). For 
45

Ca uptake, trace 

amounts of 
45

Ca were included in the assay medium. The reaction was arrested by filtering samples of 

the assay medium through Millipore filters. After filtration, the filters were washed five times with 5 

ml of 3 mM La(NO3)3 and the radioactivity remaining on the filters was counted using a liquid 

scintillation counter. 

ATPase activity. This was assayed by measuring the release of 
32

Pi from [γ-
32

P]ATP. The reaction 

was arrested with trichloroacetic acid (final concentration 5% w/v). The [γ-32P] ATP not hydrolyzed 

during the reaction was extracted with activated charcoal as previously described (40). Two different 

ATPase activities can be distinguished in sarcoplasmic reticulum vesicles (41, 42). The Mg
2+

-

dependent activity requires only Mg2+ for its activation and is measured in the presence of 2 mM 

EGTA to remove contaminant Ca2+ from the medium. The Ca2+-dependent ATPase activity, which is 

correlated with Ca
2+

 transport, is determined by subtracting the Mg
2+

-dependent activity from the 

activity measured in the presence of both Mg2+ and Ca2+.  In the figures and tables the values of 

SERCA ATPase activity corresponds to the Ca2+-dependent ATPase activity. 

Heat of reaction. This was measured using an OMEGA Isothermal Titration Calorimeter from 

Microcal, Inc. (Northampton, MA). The calorimeter sample cell (1.5 ml) was filled with reaction 

medium, and the reference cell was filled with Milli-Q water. After equilibration at 35o C, the reaction 

was started by injecting vesicles into the sample cell and heat change was recorded for 30 min. The 

volume of vesicle suspension injected into the reaction cell varied between 0.02 and 0.03 ml. Heat 

change measured during the initial 2 min after vesicle injection was discarded in order to avoid 

artifacts such as heat derived from the dilution of the vesicle suspension and binding of ions to the 

Ca
2+

-ATPase. The duration of these events is less than one minute. Calorimetric enthalpy (∆H
cal

) is 

calculated by dividing the amount of heat released by the amount of ATP hydrolyzed at the same time. 

The units used are mol for substrate hydrolyzed and kcal for heat released. Negative values indicate 

that the reaction is exothermic (26, 31). In a typical experiment the assay media was divided into three 

samples, which were used for the simultaneous measurement of Ca
2+

 uptake, ATP hydrolysis and heat 
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release. These different measurements were started simultaneously with vesicles to a final 

concentration varying between 5 and 10 µg protein/ml. NaN3 (5 mM), an inhibitor of mitochondrial 

ATP synthase, was added to the assay medium in order to avoid interference from possible 

contamination of the sarcoplasmic reticulum vesicles with this enzyme.  

Statistical Analyses. Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the 

Newman-Keuls multiple comparison test, except when the student t test was used, as stated in the 

legend. 

 

Results 

 

Survival of normal and hypothyroid rabbits during cold exposure.  Normal rabbits were able to 

sustain their body temperature constant during 10 days of cold exposure (4
o
C) (Fig 1). It was 

previously shown that hypothyroid rats, whose main source of heat production is BAT, do not survive 

when suddenly exposed to a low temperature (4°C) (8). We now show that different from rats, 

hypothyroid rabbits are able to maintain their body temperature and to survive for a long period of 

time when suddenly exposed at 4oC (Fig 1). The same occurs at short-term cold exposure (24-72h).  

 

Food intake and body weight in normal and hypothyroid rabbits exposed to cold. Cold-exposed 

normal rabbits had a slight increase of cumulative food consumption (Fig 2A, p < 0.06) and a 

significant decrease of body weight gain (Fig 2B). As a result, the ratio between body weight gain and 

food intake decreased significantly in cold exposed rabbits (Fig 2C). A similar profile was observed in 

hypothyroid rabbits (Figure 2C), but the major difference in this case is that hypothyroid rabbits 

exposed to cold eat significantly more food when compared to hypothyroid animals kept at room 

temperature (Fig 2A). Note that the values of both food intake and body weight gain were lower in 

hypothyroid than those of normal rabbits, but the ratio between body weight gain and food intake in 

hypothyroid rabbits was practically the same as that of normal rabbits. These data indicate that at 4
o
C 
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the fraction of the energy derived from food that was converted into heat increased at the expenses of 

body mass accumulation, in both normal and hypothyroid rabbits.  

 

Serum T4 and T3 of normal and hypothyroid rabbits exposed to cold. In normal rabbits, cold 

exposure induced a significant decrease in serum T4 levels while T3 remained similar to the rabbits 

kept at room temperature (Table1). As a result, the T3/T4 ratio was increased during cold exposure. 

This result indicates that in cold exposed normal rabbits T4 is consumed to generate T3, suggesting an 

activation of deiodinases in rabbit tissues. As expected, in hypothyroid rabbits serum T4 and T3 were 

below the limit of detection and this profile did not change during cold exposure (Table 1). 

 

Oxidative metabolism of normal and hypothyroid rabbits exposed to cold.  A curious finding was 

that at 4oC, most of the rabbit muscles had a dark red color when compared with control animals. This 

was observed both in normal (Fig 3A) and hypothyroid rabbits (data not shown). A similar 

phenomenon was previously observed in chickens (18, 19). We therefore measured the oxygen 

consumption rate of permeabilized gastrocnemius (white) and soleus (red) muscles (Fig 3B and C). As 

expected, in all conditions tested, white muscle consumed less O2 than red muscle (compare Fig 3B 

and C). In normal rabbits, cold acclimation promoted a significant increase (1.55 fold) of 

mitochondrial O2 consumption in white muscle (Fig 3B). This was not observed in red fibers (Fig 3C). 

In previous report it was shown that in rats, hypothyroidism promotes a decrease of muscle 

mitochondrial respiration (43). We observed a similar decrease in hypothyroid rabbits both in white 

(37%) and red muscle (32%) (Fig 3B and C). We now show that hypothyroid rabbits exposed to cold 

presented a significant increase of mitochondrial respiration which was more pronounced in white 

(2.28 fold) than in red muscles (1.28 fold) (Fig 3B and C).   

In order to verify whether the increased oxygen consumption described in Fig 4 was a 

consequence of an enhancement of mitochondria biogenesis, we measured citrate synthase activity, an 

enzyme of the Krebs cycle used as an indicator of mitochondria density (36). In normal rabbits, cold 

exposure for 10 days did not promote any change in citrate synthase activity in both white and red 

muscles (Fig 3D and E). This finding indicates that the enhancement of O2 consumption in white 
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muscle from normal rabbits was due to an increase in the respiration rate and not to an increase of 

mitochondrial density.  In hypothyroid rabbits at room temperature there was a decrease in citrate 

synthase activity in both white and red muscles, which was partially reverted when the hypothyroid 

animals were exposed to 4°C. Therefore, different from normal rabbits, cold exposure of hypothyroid 

rabbits seems to promote an increase of muscle mitochondria biogenesis (Fig 3D and E), which 

follows increased muscle oxygen consumption.  

 

SERCA expression in normal and hypothyroid rabbits exposed to cold. 

Heat released during ATP hydrolysis by SERCA plays an important role on muscle thermogenesis, as 

previously reported (23, 26, 27, 31). The amount of heat produced during ATP hydrolysis varies 

depending on the SERCA isoform available in the tissue (27, 31). The following experiments were 

addressed to determine if SERCA isoforms expression changes during cold acclimation in normal and 

hypothyroid rabbits. Red muscles express both SERCA 1 and SERCA 2 isoforms and cold exposure of 

normal rabbits promoted a significant increase in SERCA 1 expression (1.5 fold) while the SERCA 2 

content remained unchanged (Fig 4A and B). As we have previously shown (31, 32), in red muscle of 

hypothyroid rabbits there was a significant decrease in SERCA 1 content (p < 0.05), without a 

significant change of the SERCA 2 level (Fig. 4A and B). The decrease in SERCA 1 expression 

observed in red muscle derived from hypothyroid rabbits was reverted during cold exposure and the 

difference between normal and hypothyroid rabbits was no longer statistically significant (Fig 4A and 

B). White muscles express only SERCA 1 and its level did not vary during cold adaptation of either 

normal or hypothyroid rabbits (Fig 5). 

 

SERCA function in normal and hypothyroid rabbits exposed to cold. The ATPase activity and 

Ca
2+

 accumulation rate of SERCA 1 isoform is several times faster than that of the SERCA 2 isoform 

(44). In addition, part of the ATP hydrolyzed by the SERCA 1 isoform is not coupled to Ca2+ transport 

and as a result all the energy derived from ATP hydrolysis is converted into heat. The main finding 

leading to this conclusion is that the amount of heat released during the hydrolysis of each ATP 

molecule by SERCA 1 is higher (∆Hcal -20 to     -22 kcal / mol) than that released during ATP 
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cleavage by SERCA 2 (∆H
cal

 -10 to -12 kcal / mol) (27, 31) an isoform that only hydrolyzes ATP 

coupled with Ca
2+

 transport. The ∆H
cal

 is determined dividing the rate of heat production by the rate of 

ATP hydrolysis and the negative value indicates that the reaction is exothermic (26,27,31). We 

verified here that red muscles of normal rabbits exposed to cold presented a 30% increase of both the 

amount of Ca
2+

 accumulated (Fig 6A) and the rate of Ca
2+

-dependent ATPase activity (Fig 6B).  

Interestingly, cold acclimation promoted a two fold increase in the amount of heat released during 

ATP hydrolysis in red muscle (Fig 6C). Thus, the increment in heat production promoted by cold 

acclimation was higher than the increase in the rate of ATP hydrolysis in the same muscle. 

Consequently, in red muscles derived from animals exposed to cold the amount of heat released per 

mol of ATP cleaved rose from - 13.20 ± 2.10  kcal/mol to      -23.90 ± 2.17 kcal/mol (Table 2), 

possibly due to the enhancement of SERCA 1 expression. 

  In rabbits kept at room temperature, hypothyroidism promoted a simultaneous decrease of 

Ca
2+

 uptake, ATPase activity and the amount of heat release. These decreases are in tandem with the 

decrease of SERCA 1 expression detected in hypothyroid red muscles. The decrease in the SERCA 

activity noted in hypothyroidism was partially reverted when the rabbits were kept at 4
o
C   (Table 2 

and Fig 6).   Note that although the levels of Ca
2+

 uptake, ATP hydrolysis and heat production of red 

muscles derived from hypothyroid animals exposed to cold increased compared to hypothyroid 

animals kept at room temperature, these values were similar to those found in control animals kept at 

the room temperature but not as high as the values detected in normal animals exposed to cold. 

Hypothyroidism does not impair the increase in Ca2+ uptake, ATP hydrolysis and heat production 

promoted by rabbit cold exposure, although at room temperature these parameters were significantly 

diminished. 

 In white muscle vesicles the Ca2+ uptake, ATPase activity and heat production did not vary 

significantly neither in hypothyroidism nor during cold adaptation (Table 3). It is in accordance with 

the Western blot analysis that shows unchanged SERCA 1 content in every condition tested. 

Discussion 
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This study provides the following new findings: (i) different from rats, thyroid hormone is not 

essential for the survival of rabbits at 4
o
C for 10 days; (ii) cold tolerance noted in both normal and 

hypothyroid rabbits are related to increased muscle mitochondria oxygen consumption and to the 

enhancement of heat production by SERCA 1 in rabbits red muscles. 

Thyroid hormones play a key role in thermogenesis under basal conditions, which is supported 

by evidences showing that hypothyroidism leads to about 50% decrease in basal metabolic rate and 

oxygen consumption in skeletal muscle fibers (3, 43). These findings were confirmed in this work. 

During cold exposure, thyroid hormone is also essential for maintenance of body temperature in rats 

and mice, since both hypothyroid (8) and thyroid hormone receptor knockout mice die when suddenly 

exposed to cold (45). An intriguing finding, however, is that hypothyroid rats can acquire cold 

tolerance if they are acclimated to cold before hypothyroidism is induced (46). One of the mechanisms 

responsible for rat adaptation and survival in a cold environment is the increase of oxygen 

consumption by muscle mitochondria (43). In this work, we observed that different from rats, 

hypothyroid rabbits survive during cold exposure, what is probably related to the increased muscle 

oxygen consumption and also to the changes in heat production by SERCA. It is noteworthy that 

hypothyroid rabbits do not need to be adapted for short periods at progressively lower temperatures 

before cold acclimation. 

Increased muscle oxidative metabolism during acute and chronic cold exposure is a 

phenomenon already described in chicken skeletal muscle (18, 19). In these animals, the acquisition of 

cold tolerance is associated with morphological, histological and gene expression changes consistent 

with an increase in the slow-twitch oxidative muscle fibers abundance (18, 19). One key protein 

involved in this process is the PGC1α, a cold-induced transcriptional co-activator that drives the 

transition from glycolitic to oxidative fibers and also induces mitochondria biogenesis (18, 19, 47). 

Here, we verified that cold exposure induces an enhancement in oxygen consumption in white muscle 

derived from cold exposed normal rabbits, which parallels the change in muscle appearance from 

white to red colored muscle. The increase in oxygen consumption was also detected in white and red 

muscles derived from hypothyroid animals. The increase in respiration promoted by cold in white 

muscle derived from normal animals was not related to an increase in mitochondria number but rather 
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to an increase of the respiration rate of the pre existent muscle mitochondria. On the other hand, the 

induction of mitochondria respiration observed in red and white skeletal muscle derived from 

hypothyroid rabbits seems to be related to an increase in mitochondria density, since the citrate 

synthase activity is significantly elevated. In fact, the induction of mitochondria oxygen consumption 

by cold exposure is higher in hypothyroidism than in normal conditions compared with their 

counterparts. The skeletal muscle uncoupling protein 3 (UCP3) might also be involved in the 

increased oxygen consumption  observed since there are evidences that during cold exposure UCP3 

expression increases in rat skeletal muscle (48). However, the role of UCP 3 on thermogenesis has not 

been clearly demonstrated. For example, UCP3 knockout mice did not show any thermogenic 

alteration (49). In addition, UCP3-deficient mice respond to T3 as well as wild type controls (50). 

Another mechanism that could contribute to increased muscle oxidative metabolism and heat 

production is the glycerol-3-phosphate shuttle (G3P), which is implicated in the transfer of reducing 

equivalents to mitochondria and rapid ATP generation. Evidence that this mechanism seems to be 

important for thermogenesis is that mice with targeted disruption of the mGPD gene have a mild 

reduction in energy turnover and become hypothermic when cold acclimated (51). 

In addition to the effects on muscle oxidative metabolism, we observed that cold acclimation 

induces an increase in heat production by Ca2+ ATPase (SERCA) in red skeletal muscle of both 

normal and hypothyroid rabbits. SERCA 1, found predominantly in white muscle and BAT, is able to 

hydrolyze ATP through two different catalytic routes, one coupled and the other one uncoupled from 

Ca2+ transport. In the coupled reaction, part of the energy derived from ATP hydrolysis is used for the 

translocation of Ca
2+

 across the membrane and the other part is released as heat. In the uncoupled 

catalytic route, also known as slippage, there is no Ca
2+

 transport and all the energy derived from ATP 

hydrolysis is converted into heat, indicating that this enzyme might function as a thermogenic device 

(23, 26, 27, 31).  

Recently, our group has shown that heat production by SERCA 1 is increased in red skeletal 

muscle from hyperthyroid rabbits (32). In addition, Dumonteil et al. (33) verified that this enzyme is 

over expressed in skeletal muscles derived from ducklings exposed to cold. Urupekc et al. (52) 
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demonstrated that the induction of SERCA expression could be one of the mechanisms by which 

ob/ob UCP 1 -/- mice treated with leptin survive in cold environments. Thus, the heat production by 

Ca2+-ATPase of skeletal muscle seems to be an important thermogenic mechanism involved in cold 

tolerance. 

We have looked for BAT in these cold-exposed rabbits. These animals present white fat pads 

in the interscapular space, in the cervical area and in the perirenal region, which do not change during 

cold exposure and preserve the white adipose tissue aspect. So, as far as we are concerned, it seems 

that no BAT recruitment occurs in rabbits, as assessed macroscopically in these regions. 

Taking into consideration that hypothyroid rabbits do survive to prolonged cold exposure, we 

can speculate that skeletal muscle changes that occur might not be completely dependent on thyroid 

status in rabbits. It is noteworthy that the increase in mitochondria oxygen consumption and SERCA 

heat production observed in hypothyroid animals exposed to cold reach the levels found in control 

animals kept at room temperature and do not achieve the same levels as in cold-exposed control 

animals. These findings indicate that: i) the extra-heat produced by skeletal muscle in control animals 

might not be fundamental for survival at 4°C; or ii) hypothyroid rabbits have a higher ability of 

activating other mechanisms apart from muscle thermogenesis to maintain body temperature, such as 

increased heat saving mechanisms like a increased peripheral vasoconstriction and piloerection. In 

fact, Zaninovich et al. (2003) have shown that hypothyroid rats adapted to cold are more sensitive to 

inhibitors of the α adrenergic system than normal rats when exposed to cold environment. Since 

vasoconstriction is mainly regulated by the α adrenergic system, these results indicate that cold-

adapted rats have increased heat saving mechanisms, which might also occur in hypothyroid rabbits. 

Altogether, these observations have revealed a role for skeletal muscle in the rabbit response 

to cold temperatures, which might depend upon the modulation of skeletal muscle SERCA 1 

expression and muscle oxidative metabolism. 
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Legends of the figures  
 
Fig. 1- Body temperature of normal and hypothyroid rabbits. Rectal temperature of control (●) 

and hypothyroid (○)   rabbits.   

 

Fig. 2 - Effect of cold exposure in food intake and body weight gain- Normal (control) and 

hypothyroid (HypoT) rabbits kept at room temperature or exposed to cold (Cold or HypoT +Cold). 

Food Intake (A) - the food consumption was measured during 10 days of cold exposure, *** p < 0.001 

(vs control) 
#
 p < 0.05 (vs HypoT) . Body Weight (B) - body weight was measured before and after 10 

days of cold exposure. The values represent the delta body weight gain, * p < 0.05 (vs control), ** p < 
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0.01 (vs control). Food efficiency (C) This rate corresponds to body weigh gain divided by cumulative 

food consumption, * p < 0.05 (vs control)  or   
#
 p < 0.05 (vs HypoT).   

 

Fig. 3- Effect of cold exposure on oxidative metabolism in red and white skeletal muscles. (A) 
Gross anatomical appearance of the gastrocnemius and soleus muscles derived from control and 
cold exposed rabbits. (B) O2 flux in permeabilized gastrocnemius (white) and (C) soleus (red) 

skeletal muscle fibers . (D) Citrate synthase activity of total homogenates from white and (D) red 
muscles. (B, C) The fibers derived from normal (control) and hypothyroid (HypoT) rabbits kept at 

room temperature or exposed to cold (Cold or HypoT +Cold) were permeabilized with saponin (50 

µg/ml) and the oxygen consumption was measured in a high resolution oxygraph (Oxygraph-2k; 

Oroboros). The reaction medium was composed of sucrose (110mM), K-MES ( 60mM), EGTA (0.5 

mM) MgCl2 (3 mM) , taurine (20 mM), KH2PO4 (10 mM ), HEPES (20 mM) and bovine serum 

albumin (2 mg/ml). The respiration was measured in the presence of succinate (10mM), malate + 

piruvate (5 mM)  and  ADP (2 mM) at pH 7.1, a 25°C. * p < 0.05 (vs control), *** p < 0.001 (vs  

control);  ; 
#
 p < 0.05 (vs HypoT) ; (D, E) Citrate synthase activity was measured in total homogenates, 

** p < 0.01 (vs control)  
#
 p < 0.05 (vs HypoT). Data are means ± SEM of 4 to 7 experiments. Data 

were analyzed by statistic t test. 

 
Fig.4 - Ca

2+
 ATPase isoform expression in red skeletal muscle.  (A) 3-5 µg of sarcoplasmic 

reticulum vesicles derived from normal (control) and hypothyroid (HypoT) rabbits kept at room 

temperature or exposed to cold (Cold or HypoT +Cold) were used to load the gel. The 

immunodetection was obtained with SERCA 1 and SERCA 2 specific monoclonal antibodies. 

Densitometric analysis represents arbitrary units (A.U.) relative to control. The figure shows the 

average ± SE of 3 to 7 different experiments (B) Densitometric analysis represents arbitrary units 

(A.U.) relative to control. The figure shows the average ± SE of 3 different experiments. * p < 0.05 (vs 

control); ** p < 0.01 (vs control). 

 

Fig. 5 - Ca
2+

 ATPase isoform expression in white skeletal muscle.  0.5-1 µg of sarcoplasmic 

reticulum vesicles derived from normal (control) and hypothyroid (HypoT) rabbits kept at room 

temperature or exposed to cold (Cold or HypoT +Cold) were used to load the gel. The 

immunodetection was obtained with SERCA 1 specific monoclonal antibody. Densitometric analysis 

represent arbitrary units (A.U.) relative to control. The figure shows the average ± SE of 3 to 7 

different experiments.  

 

Fig.6- Ca2+ Uptake (A),  Ca2+ dependent ATPase activity (B)  and heat production (C)  in red 
skeletal muscle. Normal (control) and hypothyroid (HypoT) rabbits kept at room temperature or 

exposed to cold (Cold or HypoT +Cold). Left panel: (A) amount of Ca
2+

 accumulated inside the 

vesicles at steady state level. (B and C) rates of ATPase activity and Heat released respectively. Right 

panel: Control (○), Cold exposed (●), Hypothyroid (∆) and Hypothyroid exposed to cold (▲) rabbits.  

This figure shows a typical experiment. The assay medium composition was 50 mM Mops/Tris buffer 

(pH 7.0), 1 mM ATP, 2 mM MgCl2, 0.2 mM CaCl2, 0.2 mM EGTA, 10 mM Pi, 100 mM KCl, 5 mM 

NaN3 and trace amounts of 
32

ATP. The reaction was performed at 35°C and was started by the addition 

of vesicles (5 µg protein/ml). The calculated free Ca2+ concentration in the medium was 5 µM. The 

figure represents medium ± SE of 5 to 12 experiments, * p < 0.05 (vs control), ** p < 0.01 (vs control).  
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TABLE 1  

 

Serum total T4 and T3 in cold acclimated control and hypothyroid rabbits. 

 

Groups 
T4 

(µg / dL) 
T3 

(ng/dL) 
T3/T4 

 
Control 

Cold  

HypoT 

HypoT + Cold  

 

1.50 ± 0.07 (6) 

1.08 ± 0.20 (6)* 

   < 0.3 (3) 

    <0.3 (3) 

 

128.17 ± 12.11 (6) 

148.83 ± 16.78 (6) 

   < 10 (3) 

   < 10 (3) 

 

0.09 ± 0.01 (6) 

0.16 ± 0.03 (6)** 

   -------- 

   -------- 

 

Hypothyroidism was obtained by propylthiouracil (0.08%) administration in drinking water for 21 

days. Normal and Hypothyroid animals were maintained at 4 °C for 10 days.  Values are mean ± SE. 

The numbers of experiments are in parenthesis. (*) p<0.05; (**) p <0.01 vs controls. 
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TABLE 2 
 

Ca
2+

 - Uptake, ATPase activity, heat released and  ∆H 
cal 

 from red skeletal muscle. 

 

Groups 
Ca2+ - Uptake 

(µmol Ca 2+/ mg) 

ATP Hydrolysis 
(µmol /mg.min-1) 

Heat Released 
(mcal /mg.min-1) 

∆H cal 

(kcal/mol) 

 
Control 

Cold  

HypoT 

HypoT + Cold  

 

0.38 ± 0.025 (12) 

0.49 ± 0.04 (12)* 

0.22 ± 0.04 (12)** 

0.31 ± 0.009 (8) 

 

0.40 ± 0.03 (8) 

0.52 ± 0.05 (7)* 

0.25  ± 0.02 (10) ** 

0.36 ± 0.04 (5) 

 

5.10 ±  0.74 (5) 

12.21 ± 0.86 (3)** 

3.31 ±  0.77 (5) 

5.00  ± 0.82 (5) 

 

13.20 ± 2.10 (5) 

23.90 ± 2.17 (3)* 

11.06 ±  1.77 (5) 

14.13 ± 3.78 (5) 

 

Assay medium and experimental conditions were as described in Fig 7. Values are mean ± SE. The 

numbers of experiments are in parenthesis. (*) p < 0.05; (**) p < 0.01 vs controls.   
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TABLE 3 

 Ca
2+

 - Uptake,  ATP ase activity, heat Released and  ∆H 
cal 

 from white skeletal muscle 

Groups 
Ca2+ - Uptake 

(µmol Ca 2+/ mg) 

ATP Hydrolysis 
(µmol /mg.min-1) 

Heat Released 
(mcal /mg.min-1) 

∆H cal 

(kcal/mol) 

 

Control 

Cold 10 Days 

HypoT 

HypoT + Cold  

 

2.10 ± 0.14 (31) 

2.39 ± 0.22 (14) 

   2.04 ± 0.19 (5) 

   2.01 ± 0.03 (5) 

 

2.42 ± 0.19 (13) 

2.50 ± 0.16 (13) 

 2.16 ± 0.26 (5) 

 2.18 ± 0.20 (5) 

 

34.61 ± 3.08 (8) 

42.52 ± 4.08 (8) 

33.33 ± 3.94 (4) 

37.63 ±  7.03 (4) 

 

18.01 ± 2.12 (8) 

18.53 ± 2.31 (8) 

20.26 ± 2.98 (4) 

20.10 ± 2.15 (4) 

 

Assay medium and experimental conditions were as described in Fig 7. Values are mean ± SE. The 

numbers of experiments are in parenthesis. 
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FIGURE 6 
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ARTIGO 3: Produção de calor pelo músculo esquelético de ratos e coelhos e 

utilização de glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP pela Ca2+-

ATPase de coração de ratos e coelhos. 

 Luísa Andrea Ketzer e Leopoldo de Meis 

 Artigo publicado na revista Biochemical and Biophysical Research 

Communications, 369:265–269, 2008. 

  

 Este artigo é dividido em duas partes: 

 

 A) Produção de calor pela Ca2+-ATPase de músculo esquelético de ratos 

e coelhos. 

 Ratos possuem o BAT como principal tecido termogênico, enquanto que em 

coelhos adultos o músculo esquelético é responsável por esta função, já que o BAT 

é pouco desenvolvido. Neste trabalho, investigou-se a contribuição da SERCA 1 do 

músculo esquelético branco para a termogênese de ratos e coelhos.  

 Os principais resultados foram: 

• As vesículas de RS de músculo branco de coelhos apresentam uma 

velocidade de captação de Ca2+ maior e acumulam mais Ca2+ comparado ao 

rato. 

• Surpreendentemente, a atividade ATPásica e a produção de calor da SERCA 

de músculo branco de rato são de 2 a 3 vezes mais elevadas do que em 

coelhos. 

• Entretanto, a quantidade de calor produzido por mol de ATP hidrolisado é a 

mesma pela SERCA de ratos e coelhos.  

 



 

 

95 

 B) Utilização da glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP pela 

Ca2+-ATPase do músculo cardíaco. 

 A reação catalisada pela hexoquinase é considerada irreversível em 

condições fisiológicas: 

 

  

 Quando a reação alcança o equilíbrio, a maior parte do ATP é utilizada para a 

conversão de glicose 6-fostato, restando uma baixa concentração de ATP no meio. 

Entretanto, enzimas com alta afinidade por ATP, como a SERCA, ligam-se ao ATP 

disponível e realizam trabalho. Neste trabalho, verificou-se a capacidade da SERCA 

de músculo cardíaco em utilizar a glicose 6-fosfato como sistema regenerador de 

ATP. 

 Os principais resultados foram: 

• Vesículas de RS de músculo cardíaco de ratos e coelhos utilizam glicose 6-

fosfato e hexoquinase como sistema regenerador de ATP para transportar 

Ca2+. 

• Utilizando glicose 6-fosfato, observa-se que as taxas de captação de cálcio e 

hidrólise de ATP pela SERCA de coração são cerca de seis vezes menores 

comparado ao sistema regenerador fosfoenolpiruvato/ piruvato quinase.  

• A atividade da SERCA de músculo cardíaco de rato e coelho é semelhante. 

 

 

 

 

 

Glicose   + ATP  Glicose 6-fosfato   + ADP  + H+ 
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4 – DISCUSSÃO 

  

 Os mecanismos de transdução de energia têm sido objeto de estudo em 

nosso laboratório há muitos anos. A descoberta da capacidade da SERCA em 

interconverter diferentes formas de energia trouxe importantes contribuições para o 

entendimento do processo de termogênese muscular. O músculo esquelético é o 

tecido mais abundante do corpo humano e é responsável pela manutenção da 

temperatura corporal (JANSKÝ, 1973; ZURLO et al., 1990; DUCHAMP e BARRÉ, 

1993). Em condições basais (repouso), o consumo de oxigênio muscular representa 

grande parte da demanda metabólica corporal (cerca de 30 %). Durante o exercício 

físico vigoroso, o consumo de O2 muscular pode chegar a 90 % da captação de O2 

total do corpo (ZURLO et al., 1990). Além de sua contribuição em condições basais, 

o músculo esquelético responde pela termogênese adaptativa em resposta ao frio ou 

à dieta (JANSKÝ, 1973; DUCHAMP e BARRÉ, 1993; BLOCK, 1994).  

 Os dados reunidos nesta tese mostram a contribuição da SERCA na 

termogênese adaptativa e sua modulação em condições patofisiológicas, como o 

hipo- e o hipertireoidismo.  

 Os hormônios tireoideanos regulam a expressão de SERCA 2a e PLB no 

músculo cardíaco, sendo responsáveis pela diminuição ou aumento da razão 

SERCA 2a/ PLB no hipo e hipertireoidismo, respectivamente. A razão SERCA 2a/ 

PLB é um fator determinante para função contrátil cardíaca. Os dados apresentados 

confirmam a modulação da expressão destas duas proteínas nos modelos 

experimentais utilizados. O hipertireoidismo promove um aumento da expressão de 

SERCA 2a e do estado fosforilado da fosfolambam, reduzindo a interação inibitória 

SERCA 2a – PLB e levando a um aumento da atividade da SERCA 2a. O 
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hipertireoidismo leva a uma hipertrofia cardíaca possivelmente devido ao aumento 

da carga hemodinânica (KLEIN e HONG, 1986; BIONDI et al., 2000). No 

hipotireoidismo, as alterações são mais evidentes na expressão de PLB, visto pelo 

aumento do conteúdo total de PLB e redução da sua fosforilação. A expressão de 

SERCA 2a não é alterada. Com isso, há uma redução da razão SERCA 2a / PLB, 

provocando uma inibição da atividade da SERCA.  

 A quantidade de calor liberado por mol de ATP hidrolisado (∆Hcal) pela 

SERCA de músculo cardíaco não é alterado em virtude do estado tireóideo do 

coelho. Além disso, o ∆Hcal medido em vesículas de RS cardíaco é cerca de 3 a 5 

vezes menor do que o observado no músculo esquelético branco ou vermelho. O 

coração expressa exclusivamente SERCA 2, enquanto que o músculo esquelético 

branco expressa somente SERCA 1 e o vermelho uma mistura de SERCA 1 e 2. 

Trabalhos anteriores em nosso laboratório demonstraram que SERCA 1 é a única 

isoforma capaz de hidrolisar ATP de maneira desacoplada ao transporte de Ca2+ 

após a formação do gradiente de Ca2+. O músculo esquelético vermelho apresenta 

uma atividade ATPásica desacoplada baixa em comparação com o músculo branco 

possivelmente porque expressa ambas as isoformas 1 e 2 da SERCA (REIS et al., 

2002). Em virtude da baixa atividade ATPásica desacoplada, os músculos cardíaco 

e esquelético vermelho apresentam uma pequena contribuição para a termogênese 

em condições fisiológicas comparado ao músculo esquelético branco. 

 Além das mudanças observadas no retículo sarcoplasmático, o consumo de 

oxigênio mitocondrial do músculo cardíaco também é afetado no hipo- e 

hipertireoidismo. Observa-se um aumento na respiração mitocondrial no ventrículo 

esquerdo de coelhos hipertireóideos associado ao aumento da atividade da citrato 

sintase, indicando um aumento da biogênese mitocondrial. No hipotireoidismo, a 
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redução do número de mitocôndrias promove uma diminuição da velocidade de 

consumo de oxigênio. Os hormônios tireoideanos regulam a expressão de diferentes 

genes mitocôndrias, incluindo do fator de transcrição PGC-1 relacionado à 

biogênese mitocondrial.  

 A adaptação às baixas temperaturas exige do organismo homeotérmico 

alterações metabólicas para manter a temperatura corporal constante e, assim, 

permitir a sobrevivência nessas condições. Essas alterações são mediadas pela 

ação sinérgica dos hormônios tireoideanos e adrenérgicos que estimulam a 

termogênese adaptativa em tecidos específicos (LANDSBERG et al., 1984; SILVA, 

2006). Os efeitos da exposição ao frio no coração de coelhos eutireóideos são 

verificados nas primeiras 72 horas, ocorrendo uma adaptação evidente após 240 

horas. As alterações descritas são semelhantes às observadas em coelhos 

hipertireóideos, com exceção da redução significativa do conteúdo total de PLB.  

Conseqüentemente, observa-se um aumento da atividade da SERCA nestes 

animais, entretanto, sem afetar o ∆Hcal. O aumento da fosforilação de PLB no 

resíduo de Serina 16 (Ser16) pode ser resultado da elevada sinalização β-

adrenérgica, já que este aminoácido é um dos alvos da estimulação adrenérgica no 

coração. A exposição ao frio estimula os receptores β-adrenérgicos, que são 

abundantemente expressos no coração. Os receptores β-adrenérgicos estão 

acoplados a proteínas G, que promove a ativação de adenilato ciclase e, 

conseqüentemente, aumenta os níveis intracelulares de AMP cíclico (AMPc) 

(LEVITZKI, 1988). Desta maneira, a proteína quinase dependente de AMPc (PKA) é 

ativada e promove a fosforilação do resíduo Ser16 da fosfolambam. 

Interessantemente, as alterações na expressão de proteínas e na atividade da 
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SERCA observadas em 72 horas de exposição ao frio são revertidas após 240 

horas, sugerindo uma adaptação às baixas temperaturas. 

 Diferente do coração, as respostas do músculo esquelético são mais 

evidentes após longo período de exposição ao frio, contribuindo possivelmente para 

o processo de adaptação. A exposição ao frio por 240 horas promove um aumento 

da expressão de SERCA 1 no músculo esquelético vermelho de coelhos eutiróideos. 

Conseqüentemente, a atividade ATPásica desacoplada e o ∆Hcal estão aumentados 

neste tecido. O músculo branco não apresenta alterações no conteúdo e nas 

propriedades cinéticas da SERCA 1. Entretanto, observa-se que o músculo branco 

de coelhos expostos ao frio torna-se mais avermelhado, sugerindo um aumento no 

número de mitocôndrias e/ou um aumento de mioglobina. 

 O hipotireoidismo promove uma redução da expressão de SERCA 1 no 

músculo vermelho, reduzindo a captação de Ca2+ e a atividade ATPásica neste 

tecido. Surpreendentemente, coelhos hipotireóideos mantêm a temperatura corporal 

durante a exposição ao frio, semelhante aos coelhos eutireóideos. Ratos 

hipotireóideos são intolerantes às baixas temperaturas e morrem devido à 

hipotermia nas primeiras horas de exposição ao frio (BIANCO e SILVA, 1987).  

Portanto, o hormônio tireoideano parece não ser essencial para a termogênese 

adaptativa em coelhos. As alterações provocadas pelo hipotireoidismo na expressão 

e atividade da SERCA de músculo vermelho de coelhos são revertidas após a 

exposição ao frio. Contudo, não alcançam aos níveis observados em coelhos 

eutireóideos expostos ao frio.  

 O último artigo apresentado na tese abordada dois assuntos relacionados à 

transdução de energia: a produção de calor pela SERCA de ratos e coelhos e a 

utilização de glicose 6-fosfato pelo coração.  
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 Diferente de coelhos, os ratos possuem o BAT como principal tecido 

termogênico. Entretanto, os dados mostram-se que a atividade ATPásica e a 

produção de calor pela SERCA de músculo branco de rato é 5 vezes maior do em 

coelhos. A elevada atividade ATPásica reflete no aumento da produção de calor, 

porém não altera a quantidade de calor liberada por mol de ATP hidrolisado (∆Hcal). 

Esses dados indicam que, além do BAT, o músculo esquelético branco do rato 

contribui significativamente para a produção de calor e manutenção da temperatura 

corporal. Uma possível explicação para este fato é que os ratos possuem uma razão 

superfície/volume corporal maior de que coelhos e tendem a dissipar mais calor para 

o meio. Além disso, o músculo esquelético de rato não expressa quantidades 

significativas de duas proteínas reguladoras da SERCA, a sarcolipina e a 

fosfolambam (TUPLING  et al., 2002; VANGHELUWE et al., 2005). O rato necessita 

de mecanismos mais complexos para manter a temperatura corporal em 

comparação ao coelho.  

 Na segunda parte do artigo 3, estudou-se a capacidade de SERCA de 

músculo cardíaco em utilizar glicose 6-fosfato como sistema regenerador de ATP. 

Como previamente mostrado em músculo branco (MONTERO-LOMELI e DE MEIS, 

1992), o músculo cardíaco foi capaz de reconhecer o ATP gerado a partir de glicose 

6-fosfato e hexoquinase e transportar Ca2+. Entretanto, observa-se que as 

velocidades de captação de Ca2+ e hidrólise de ATP são menores que as 

observadas utilizando fosfoenolpiruvato e piruvato quinase como sistema 

regenerador de ATP. A diferença em utilizar glicose 6-fosfato ou fosfoenolpiruvato 

(composto de alta energia) está na quantidade de ADP disponível no meio durante o 

estado estacionário. Quando a reação “fosfoenolpiruvato + ADP ↔ piruvato + ATP” 

alcança o equilíbrio, existe pequenas quantidade de ADP disponível. Entretanto, 
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utilizando glicose 6-fosfato, a maior parte do nucleotídeo disponível no meio está na 

forma de ADP. A presença de um excesso de ADP no meio, como o observado com 

glicose 6-fosfato, resulta na redução das propriedades cinéticas da SERCA. Outra 

observação interessante é que, diferente do músculo esquelético branco, a atividade 

da SERCA de coração não difere entre ratos e coelhos.  
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5 – CONCLUSÕES 

 

• Os hormônios tireoideanos e a exposição ao frio por curto período promovem 

alterações na razão SERCA 2a/ PLB e nos parâmetros cinéticos de músculo 

cardíaco de coelhos. Entretanto, o ∆Hcal não é alterado em nenhuma 

condição experimental testada.  

• A exposição ao frio por um período prolongado (240 horas) reverte as 

alterações cardíacas observadas em 72 horas.   

• A adaptação dos coelhos hipo- e eutireóideos está relacionada ao aumento 

da expressão e atividade da SERCA e a estimulação do consumo de oxigênio 

das mitocôndrias musculares.  

• Diferente de rato, a termogênese adaptativa em coelhos não é 

completamente dependente de hormônio tireoideano. 

• Em ratos, além do BAT, a produção de calor pela Ca2+-ATPase do músculo 

esquelético tem uma importante contribuição para a termogênese neste 

animal  

• O músculo cardíaco é capaz de utilizar glicose 6-fosfato e hexoquinase como 

sistema regenerador de ATP. 
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